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RESUMO

A oliveira, planta de clima temperado da familia oleaceae, tem sido cultivada em
diversos paises do mundo, incluindo o Brasil. Estudos que caracterizem as cultivares
cultivadas este pais, como Arbequina e Grappolo 541 podem contribuir para a
producéo de azeites e azeitonas de mesa de alta qualidade. No presente trabalho,
objetivou-se avaliar pardmetros fisico-quimicos e compostos bioativos de frutos de
oliveira das cultivares Arbequina e Grappolo 541, cultivados em Maria da Fé, MG,
colhidos aos 86, 106, 124, 141, 162 e 177 dias ap0s a antese ou floracdo. Foram
avaliadas dimensdes fisicas (diametros longitudinal e transversal, massa média e
relac@o polpa/carogo), teores de lipideos totais, umidade, aminoacidos livres, fendlicos
totais e aminas bioativas dos frutos. Os parametros fisico-quimicos foram avaliados por
metodologias oficiais e a analise de aminoacidos e aminas bioativas por cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (UPLC). Ambas as cultivares apresentaram um aumento
linear de suas dimensdes fisicas ao longo do tempo, sendo a cultivar Grappolo 541 a
gue apresentou maiores dimensdes no ultimo tempo avaliado, e portanto a que mais se
adequou a producédo de azeitonas de mesa nas condi¢cdes do presente estudo. Os
teores de umidade e de fendlicos totais reduziram, e os teores de lipideos totais
aumentaram para ambas as cultivares, sendo a cultivar Arbequina a que apresentou
maior teor de lipideos ao final, e portanto, foi a mais apropriada para a obtencédo de
azeite de oliva. Dentre os 17 aminoacidos pesquisados, foram encontradas prolina,
arginina e tirosina nos frutos, sendo tirosina a de maior prevaléncia tendo apresentado
alta correlacdo com fendlicos totais. A arginina foi encontrada apenas nos dois ultimos
tempos de colheita, e a prolina, encontrada na cultivar Arbequina em sua maturidade
fisiolégica. Dentre as aminas bioativas livres avaliadas, histamina, agmatina e
feniletilamina foram as Unicas encontradas nos frutos. A histamina, amina bioativa mais
prevalente, foi encontrada durante todo o desenvolvimento dos frutos. Ja a
feniletilamina, foi encontrada no inicio do desenvolvimento dos frutos. A agmatina foi
encontrada apenas na cultivar Grappolo 541. Mais estudos devem ser conduzidos afim
de se compreender melhor a funcdo dessas aminas no desenvolvimento dos frutos da

oliveira.

Palavras-chave: Olea europaea L., frutos de oliveira, compostos fendlicos,

aminoacidos, aminas bioativas.



ABSTRACT

The olive tree, temperate plant from oleaceae family, has been grown in several
countries, including Brazil. Studies characterizing the cultivars adapted to this country
as Arbequina and Grappolo 541 may contribute to the production of olive products of
high quality. The objective of this study was to investigate the physicochemical
characteristics and bioactive compounds in Arbequina and Grappolo 541 olives
cultivated in Maria da Fé, MG, Brazil, harvested at 86, 106, 124, 141, 162 and 177 days
after anthesis or bloom. Physical dimensions (longitudinal and transversal diameters,
mass and pulp-stone ratio - PSR) and contents of total lipids, moisture, total phenolics,
free amino acids and bioactive amines were determined. The physicochemical
parameters were evaluated by official methods and analysis of amino acids and
bioactive amines by ultra performance liquid chromatography (UPLC). Both cultivars
showed linear increase in physical dimensions with time; Grappolo 541 had larger
dimensions and higher increase rates; it was the best table olive. Moisture and
phenolics contents decreased with time, whereas lipids increased for both cultivars.
Ripened Arbequina had higher lipids contents which is desirable for olive oil. Free
proline, arginine and tyrosine were found in the olives. Tyrosine was detected
throughout development and correlated positively with phenolics. Arginine was detected
in both cultivars when the fruit reached physiological maturity. Proline was detected only
in Arbequina at physiological maturity. Among the ten amines investigated, only
histamine, agmatine and phenylethylamine were detected, and histamine was the most
prevalent. Agmatine was present only in Grappolo 541, and phenylethylamine in both
cultivars but only in early stages of development. Histamine levels increased in
Arbequina, but decreased in Grappolo 541 in early development stages. Agmatine was
detected throughout development. Studies should be conduzed to further investigated

the functions of this amines in the olive fruit.

Keywords: Olea europaea L., olive fruit, phenolics, amino acids, bioactive amines.

10



LISTA DE FIGURAS

© 00 N o o~ WD

=
o

11

12

13

14

Producdo mundial de azeitonas, em toneladas, no periodo de 2013 a

Importacdes de azeite de oliva no Brasil, de 1980-2014.............cveveieeiinnennnn.
Anatomia da azeitona in natura, em corte transversal.........ccccccceeeeiiiiiiiie s
Estadios do desenvolvimento do fruto da oliveira ..........ccccccoveiiiiieeeniiiiiiienn.
Azeitonas das cultivares Arbequina — A e Grappolo 541 — B........cccccvvivveeenenn.
Classificacdo e estrutura quimica de algumas aminas bioativas.....................
Via metabdlica das poliaminas e do etileno...........c.ooveeeeiiiriiiiiiiieeee
Vias metabdlicas de formag&o das aminas biogénicas ............ccccceviiiiiinnenns
Foto ilustrativa de azeitonas Grappolo 541 e Arbequina (quarta coleta)
preparadas para o transporte para a UFMG .............cccoeeieiiiieeiveciies e
Quarteamento feito com os frutos de azeitonas para a determinacdo da
relaGao POIPA/CAIOGO. ........oi ittt e
Massas meédias (g) de azeitonas Arbequina e Grappo 541, cultivadas em
Maria da Fé, MG durante o desenvolvimento (86, 106, 124, 141, 162 e 177
(o[ R R= T 0T =T ] (=1 S
Teores de compostos fendlicos totais (g EAG/100 g) em base seca durante
o desenvolvimento (86, 106, 124, 141, 162 e 177 dias ap0s antese) de
azeitonas Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em Maria da Fé, MG............
Frequéncia de ocorréncia de aminas bioativas em azeitonas das cultivares
Arbequina e Grappolo 541 durante o desenvolvimento (86, 106, 124, 141,
162 € 177 dias @POS ANTESE)...uuuuuuiiiiiieeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e ae e

Teores de aminas bioativas em azeitonas das cultivares Grappolo 541 (A) e
Arbequina (B) durante o desenvolvimento de 86 a 177 dias apoés
T SISO

17
18
21
22
24
31
33
36
39

41

49

56

59

61

11



LISTA DE TABELAS

10

11

12

Gradiente de eluicdo para as fases moveis: (A) solugdo tampao de acetato
de sddio 0,2 mol/L e octanosulfanato de sodio 15 mmol/L e (B) acetonitrila
utilizadas na determinag&o de aminas por HPLC............cccccvviiiiiiiiiiiiiineeeenn.
Gradiente das fases moveis utilizado para a separagdo das aminas
bioativas e aminoacidos livres nos extratos de azeitona por UPLC..............
Diametro longitudinal (DL) e transversal (DT) (mm) durante o
desenvolvimento das azeitonas Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em
Maria dAa FE, MG ... et e e e e e e s e aeeeaas
Equacdes das retas e coeficientes de regressédo linear dos didmetros
longitudinais e transversais durante o desenvolvimento de azeitonas
Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em Maria da Fé, MG ...........cccceenn....
Equacdes das retas e coeficientes de regressao linear das massas médias
durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina e Grappolo 541,
cultivadas em Maria da F&, MG.......ccouiiiiiiii e
Relacdo polpa/caroco durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina

e Grappolo 541 cultivadas em Maria da F&, MG ...........oevvvviiiiiiiiieiiieeeeeee,

Equac0bes das retas e coeficientes de regresséo linear das relacdes polpa-
caroco (RPC) durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina e
Grappolo 541, cultivadas em Mariada Fé, MG ..............cccovvviriviiiiiiiiicincnnn.
Teores de umidade (g/100 g) durante o desenvolvimento de azeitonas
Arbequina e Grappolo 541 cultivadas em Maria da Fé, MG ............cccceeenn..
Equaclbes das retas e coeficientes de regressao linear do teor de umidade
durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina e Grappolo 541,
cultivadas em Maria da F&, MG ..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et
Teores de lipideos (g/100 g) em base seca durante o desenvolvimento de
azeitonas Arbequina e Grappolo 541 cultivadas em Maria da Fé, MG..........
Teores de aminoacidos livres avaliados durante o desenvolvimento de

azeitonas Arbequina e Grappolo 541 cultivadas em Maria da Fé,

Percentuais médios de recuperacdo de aminas bioativas de azeitonas
adicionadas de nove aminas durante extracdo com acido tricloroacético

5% e com &cido cloridrico L MOIIL ..oeeneeeeee e,

44

45

47

48

50

50

51

52

52

53

55



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACO: acido carboxilico oxidase

ACS: &cido carboxilico sintase

ADC: arginina descarboxilase

AQC: 6-aminoquinolil-carbamato de N-hidroxisuccinimidil
CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

CV: cultivar

DAO: diaminoxidase

DL: diametro longitudinal

DT: didmetro transversal

EAG: equivalente em &cido gélico

EMATER: Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas

Gerais

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
EPAGRI: Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina

EPAMIG: Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerias

FAD: dinucleotideo de flavina-adenina

GABA: acido y-aminobutirico

IAPAR: Instituto Agronémico do Parana

INIA: Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
ODC: ornitina descarboxilase

OPA: o-ftaldialdeido

PAOQ: poliaminaoxidase

RPC: relacéo polpa/caroco

SAM: S-adenosil metionina

SAMS: S-adenosil metionina sintase

SAMDC: S-adenosil metionina descarboxilase

SPDS: espermidina sintase

SPMS: espermina sintase;

TCA: &cido tricloroaceético

UCS: Universidade de Caxias do Sul

UERGS: Universidade Estadual do Rio Grande do Sul
UFPEL: Universidade Federal de Pelotas

UPLC: cromatografia liquida de ultra eficiéncia

13



INTRODUCAO

Pertencente a familia Oleaceae, a oliveira (Olea europaea) é uma planta de clima
temperado com grande importancia e extensivo cultivo pelo mundo, devido a seus
frutos serem matérias-primas para a producdo de azeitonas em conserva e azeite.
Esses produtos apresentam atributos sensoriais e beneficios a salde que sdo os
principais fatores que os fazem ser cada vez mais consumidos (PESTANA-BAUER,
GOULARTE-DUTRA e ZAMBIAZI, 2011). Diversos estudos tém associado o consumo
destes alimentos a efeitos benéficos a saude, como acao antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatoria, prevencdo de cancer, de doencas neuroldgicas, cardiovasculares e
circulatérias (PESTANA-BAUER, GOULARTE-DUTRA e ZAMBIAZI, 2011; GHANBARI
et al., 2012; AKTAS et al., 2014). A exemplo disso, uma menor incidéncia de cancer,
doencas cardiacas e maior longevidade tem sido observada na regido do mediterraneo,
onde o azeite de oliva é componente essencial da dieta alimentar (BINH, SODA e
KAWAKAMI, 2010; OMAR, 2010; ZIOGAS et al.,, 2010). Alguns desses efeitos
benéficos a saude séo atribuidos aos acidos graxos monoinsaturados e principalmente
aos compostos fenolicos, presentes nos produtos da oliveira (RIGANE et al., 2011;
KHLIF et al., 2015). Estes ultimos sao responsaveis também por conferir caracteristicas
sensoriais intrinsecas a esses produtos e retardarem a oxidacao lipidica principalmente
do azeite de oliva (MORELLO, ROMERO e MOTILVA, 2004; CONDE, DELROT e
GEROS, 2008; HBAIEB et al., 2015).

Outros compostos bioativos que também foram recentemente correlacionados a
beneficios a saude pela ingestdo dos produtos da oliveira sdo as poliaminas (BINH,
SODA e KAWAKAMI, 2011). As poliaminas fazem parte das aminas bioativas, que séo
compostos organicos nitrogenados de baixo peso molecular, protonados em meio
fisiolégico, e que apresentam atividade antioxidante e efeitos neuro- e vaso-ativos em
organismos vivos (GLORIA, 2005; BANDEIRA, EVANGELISTA e GLORIA, 2012;
KALAC, 2014). Esses compostos também exercem papéis importantes na planta,
conferindo maior resisténcia a condicfes de estresse e ao ataque de predadores
(AGUDELO-ROMERO et al., 2013; TSANIKLIDIS et al., 2016). Além disso, as aminas
sdo importantes do ponto de vista tecnoldgico e toxicolégico em alimentos, algumas
delas podendo ser relacionadas a qualidade de processos fermentativos (GLORIA,
2005; BANDEIRA, EVANGELISTA e GLORIA, 2012). S&o escassos 0s estudos
relatando a ocorréncia e evolucdo de aminas e de seus respectivos aminoacidos

precursores ao longo do desenvolvimento dos frutos de oliveira. Os poucos estudos
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existentes sobre aminas em frutos de oliveira, investigaram apenas as poliaminas nos
tempos iniciais do desenvolvimento (até cerca de 30 dias apds a antese ou abertura
floral) (GOMEZ-JIMENEZ et al., 2010) ou investigaram o papel das poliaminas durante
o desenvolvimento dos frutos da oliveira, com enfoque na abscisdo dos frutos (GIL-
AMADO e GOMEZ-JIMENEZ, 2012). Sendo assim, ndo ha estudos sobre as aminas
bioativas no periodo intermediario do desenvolvimento desses frutos (a partir de 30
dias apds a antese até 170 dias ap0s a antese), 0 que motiva mais investigacfes do
tema, nesse periodo especifico.

No Brasil, a olivicultura é uma atividade relativamente recente, com destaque no
Rio Grande do Sul e Sul de Minas Gerais (COUTINHO, RIBEIRO e CAPPELLARO,
2009; SILVA, 2011). O sucesso do plantio de oliveira depende da escolha da melhor
variedade para cada regido, que consiste ndo somente na sobrevivéncia e producao
em quantidade significativa, mas também que se alcance uma producéo de azeitonas e
de azeite de qualidade, de acordo com padrdes internacionais (WREGE et al., 2015).

Dentre as variedades cultivadas em Minas Gerais, a Arbequina é a cultivar que
tem sido mais extensivamente estudada, principalmente por ser cultivada
mundialmente (MORELLO, ROMERO e MOTILVA, 2004; CAPELLARO, 2010;
BARROS, 2011; HAMMAMI, MANRIQUE e RAPOPORT, 2011; MEFTAH, BOUGHDAD
e BOUCHELTA, 2014). Ja outras variedades cultivadas no Brasil, como a Koroneiki
(CAPELLARO, 2010); Maria da Fé (SOUZA e MARTINS, 2014) Ascolano (linhagem
315) (CARDOSO, 2006) e Grappolo (OLIVEIRA et al., 2012; SOUZA e MARTINS,
2014) tem sido menos intensivamente estudadas, sendo que nenhum estudo foi
encontrado a respeito das alteracfes bioquimicas dos frutos da cultivar Grappolo
durante seu desenvolvimento.

Uma vez que a qualidade dos produtos da oliveira esta diretamente relacionada a
gualidade e composicdo de seu fruto (PANTANO, BEERTONCINI e WREGE, 2014;
WREGE et al., 2015), € de grande relevancia o estudo da composicéo fisico-quimica e
de compostos bioativos desses frutos em diferentes tempos de desenvolvimento, para
gue seja feita a colheita no periodo ideal e para se obter produtos com alta qualidade.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo geral determinar
caracteristicas fisico-quimicas e compostos bioativos em frutos de oliveira (cultivares
Arbequina e Grappolo 541) cultivados em Maria da Fé, MG, do 86° dia ap0s antese até
a maturidade fisiologica (177 dias apds antese). Os objetivos especificos foram: i)
avaliar o crescimento do fruto por meio dos parametros fisicos; ii) investigar os teores

de lipideos totais e de umidade dos frutos ao longo de seu desenvolvimento; iii) avaliar
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o perfil e os teores de amino&cidos livres ao longo do desenvolvimento do fruto; iv)
determinar os compostos fendlicos totais e aminas bioativas ao longo do

desenvolvimento do fruto; e iv) correlacionar os diferentes parametros avaliados.
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REVISAO DA LITERATURA

1. PRODUCAO E CONSUMO DOS PRODUTOS DA OLIVEIRA

1.1. Panorama mundial

A oliveira, pertencente a familia oleaceae (Olea europaea L.), € uma planta
eudicotiledénea de clima temperado cuja origem tem sido atribuida a Siria ou Libia,
aonde era cultivada ha mais de 10.000 anos a.C. (WREGE et al., 2009; ALAGNA et al.,
2012; WREGE et al., 2015). Os maiores volumes de producao, importancia econémica
e social situam-se na area do mediterraneo, totalizando uma extensdo de cultivo de 8
milhdes de hectares, correspondendo a cerca de 98% do cultivo de oliveira de todo o
mundo (RIGANE et al., 2011; GHANBARI et al., 2012; TALHAOUI et al., 2015a).

Além da regido do mediterraneo, os frutos da oliveira sdo cultivados nas Américas
do Norte e do Sul, no Norte da Africa, na Australia e em alguns paises da Asia, de
acordo com dados da Food and Agriculture Organization of The United Nations
(FAOSTAT, 2014) do periodo de 2013 a 2014, como pode ser visto na Figura 1.

Figura 1. Producdo mundial de azeitonas, em toneladas no periodo de 2013 a 2014.
Fonte: FAOSTAT (2014).

A olivicultura possui grande importancia mundial devido a seus frutos serem
matérias-primas para obtencdo de azeitonas de mesa e azeite de oliva, produtos com
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atributos sensoriais Unicos e compostos bioativos importantes, sendo alguns
intensivamente estudados pela acdo benéfica a salde (PESTANA-BAUER,
GOULARTE-DUTRA e ZAMBIAZI, 2011; TALHAOUI et al., 2015b).

O Brasil destacou-se como o segundo maior importador de azeitonas de mesa e
de azeite de oliva, e situou-se entre os dez maiores consumidores de azeitona de mesa
do mundo, em 2015 (CAPPATO et al., 2015; I00C, 2015). De acordo com dados da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2016), foram importados, no ano de
2015, 58 mil toneladas de azeite de oliva, o que representa 277 milhdes de dolares em
importagcdes somente com este produto. Dados do International Olive Oil Council
(I00C, 2015) mostram o crescimento da importacdo de azeite de oliva, de 1980 até
2014, no Brasil (Figura 2).
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Figura 2. ImportacOes de azeite de oliva no Brasil, de 1980-2014 (Inclui 6leo de bagaco
de azeitona). Fonte: I0C (2015).
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Tais dados reforcam a importancia de se investir na olivicultura no Brasil, que
embora seja um pais tropical, possui um vasto territorio com regibes de clima e
caracteristicas adequadas ao cultivo da oliveira, e possui potencial para producédo de
produtos da oliveira de qualidade (CARDOSO, 2006). Esta atividade possui destaque
no pais no Rio Grande do Sul e no Sul de Minas Gerais, apresentando grande
potencial de crescimento (PESTANA-BAUER, GOULARTE-DUTRA e ZAMBIAZI, 2011;
SILVA, 2011).
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1.2. Olivicultura e producéo de azeitonas no Brasil

No Brasil, o cultivo de oliveira ocorre principalmente no Rio Grande do Sul e em
Minas Gerais, e se encontra em expansao mais recentemente no estado de Séo Paulo
(PANTANO, BEERTONCINI e WREGE, 2014).

A olivicultura foi introduzida no Rio Grande do Sul em 1948, por acbOes da
Secretaria de Agricultura (setor oleicola) para a realizacdo de pesquisas, as quais
perduraram por mais 40 anos. O municipio de Uruguaiana foi um dos pioneiros com
72.000 oliveiras plantadas pelo Embaixador Batista Luzardo, sendo as mudas
provenientes da Argentina. As azeitonas e azeites produzidos no Brasil foram
analisados em laboratérios nacionais e italianos, sendo comprovada a boa qualidade
dos produtos brasileiros em relacdo aos estrangeiros, 0 que motivou a intensificacao da
atividade na regido. Entretanto, apenas em 2006 foi avaliada a viabilidade do cultivo
comercial da oliveira nessa regido, por meio de agdes conjuntas da Embrapa Clima
Temperado (Rio Grande do Sul), Embrapa Semi-Arido, EPAGRI, INIA (Uruguai),
IAPAR, EPAMIG, UFPEL, UCS, UERGS, Emater-RS, Camara de Comércio Portuguesa
no Brasil-RS e Empresa Agromillora SA (WREGE et al., 2009). Os principais
municipios do Rio Grande do Sul que mantiveram os plantios comerciais foram Bage,
Cachoeira do Sul, Dom Pedrito, Encruzilhada do Sul, Rio Grande, Santana do
Livramento e Vacaria (COUTINHO, RIBEIRO e CAPPELLARO, 2009).

Em Minas Gerais, 0 cultivo de oliveira teve inicio em 1935 pelas maos de Emidio
Ferreira dos Santos, um agricultor vindo de Portugal. As primeiras mudas foram
plantadas no municipio de Maria da Fé, localizada no Sul do estado. O interesse pela
oliveira foi crescendo e ganhou impulso em 2008, quando ocorreu a primeira extracao
de azeite extra virgem brasileiro (SILVA, 2011; CANCADO et al., 2012).

Apesar de possuir um alto valor de investimento para implantacdo e o tempo de
retorno ser relativamente grande, girando em torno de dez anos, a oliveira possui
vantagens como uma grande longevidade, produzindo frutos por um periodo de cerca
de 60 anos, além do alto valor agregado de seus produtos, especialmente o azeite.
Tudo isso faz com que o cultivo de oliveira no pais seja uma promissora alternativa de
renda para investidores e produtores rurais (GUATIMOSIM, 2012; CANCADO et al.,
2012). Entretanto a dificuldade de adaptacdo da oliveira em locais diferentes de seu
ambiente de origem, como no Sul de Minas Gerais, exige o uso de variedades
melhoradas associado a técnicas de manejo desenvolvidas nas condi¢cdes dessa

regido, para se obter melhores producdes (LIVRAMENTO e OLIVEIRA, 2006).
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Para que as técnicas de manejo sejam capazes de maximizar 0S recursos
ambientais e financeiros existentes no cultivo da oliveira, é necesséario conhecer 0s
processos fisiologicos da planta e trabalhar os componentes que determinam a
colheita, como: o numero de ramos frutiferos, frutos/ramo, rendimento em oOleo e
tamanho do fruto (LIVRAMENTO e OLIVEIRA, 2006).

Os resultados positivos obtidos com a olivicultura no Brasil indicam que essa
atividade pode ser uma alternativa econémica viavel para produtores rurais das regiées
produtoras no pais, o que demonstra que maiores investimentos na olivicultura devem
ser feitos, e podem gerar produtos de qualidade comparavel e até mesmo superior aos
produtos da oliveira existentes no mercado internacional (PESTANA-BAUER,
GOULARTE-DUTRA e ZAMBIAZI, 2011).

2. CARACTERISTICAS GERAIS DA OLIVEIRA (Olea europaea L.) E DE SEUS
FRUTOS

A oliveira, pertencente ao grupo das angiospermas eudicotileddéneas, € uma
planta de clima temperado que se desenvolve bem em ambientes com verdes longos,
guentes e secos, devido a sua estrutura xerdfita, sendo capaz de suportar
temperaturas de até 40 °C. Entretanto, acima de 30 °C ocorre inibicdo do
desenvolvimento do tubo polinico e acima de 35 °C ocorre fechamento dos estomas,
mecanismo vegetal para evitar evapotranspiracao, prejudicando o desenvolvimento da
planta (BARROS, 2011; SILVA, 2011). Para o desenvolvimento vegetativo da oliveira é
necessario que a temperatura esteja entre 10 °C e 30 °C; e temperaturas inferiores a
- 5 °C podem gerar danos a planta, dependendo da cultivar, limitando assim seu cultivo
(BARROS, 2011).

A temperatura € um importante fator que influencia a floracao (inicial, plena e
final), a polinizacdo e a fixagdo dos frutos da oliveira (CAPPELLARO, 2010). O
florescimento é fortemente influenciado pelas condicbes ambientais, como ocorre no
sul de Minas Gerais, em que algumas oliveiras apresentam variabilidade na floracdo de
um ciclo para o outro, devido a instabilidade térmica do inverno (BARROS, 2011,
PANTANO, BEERTONCINI e WREGE, 2014).

Os processos que levam a frutificagdo necessitam de dois anos consecutivos,
sendo o primeiro ano aquele no qual ocorre a formacédo de gemas e sua inducao, apos
periodo de repouso; e o0 segundo ano, no qual se da o desenvolvimento da flor, a

floracdo, o crescimento e a maturacao do fruto (SILVA, 2011). A temperatura adequada
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para a frutificacéo das oliveiras varia entre 25 °C e 35 °C (PANTANO, BEERTONCINI e
WREGE, 2014).

Os frutos da oliveira sdo drupas que possuem um baixo contetdo de acgucares,
guando comparado a outras drupas, como 0 péssego e a cereja, e um teor de lipideos
que pode variar dependendo da época do ano e da variedade em uso. Estas drupas
possuem um componente amargo denominado oleuropeina, que apesar do sabor
desagradavel ndo é nocivo a satde (CONDE, DELROT e GEROS, 2008; I00C, 2016).

O fruto da oliveira pode ser divido em trés partes, como estd demonstrado na
Figura 3, sendo elas: exocarpo ou pele, que consiste do tecido mais externo;
mesocarpo ou polpa, que corresponde a parte mais macia e comestivel, e o endocarpo
Ou carogo, que consiste em um revestimento lenhoso que contém uma ou mais
raramente, duas sementes (CONDE, DELROT e GEROS, 2008).

ENDOCARPO

EXOCARPO

MESOCARPO

Figura 3. Anatomia da azeitona in natura, em corte transversal. Fonte: autoria prépria.

Os teores de massa da polpa e endocarpo em relacdo a massa total em frutos
desenvolvidos por completo sdo respectivamente 70 a 90% e 9 a 27%, variando de
acordo com a cultivar, o estadio de maturacdo e a producéo da planta (OLIVEIRA e
ABRAHAO, 2006; CONDE, DELROT e GEROS, 2008).

A azeitona é um fruto ndo climatérico, cujo tempo de crescimento e
amadurecimento varia em torno de cinco a sete meses, sendo mais lento em condi¢des
climaticas cujas temperaturas sdo menores (GHANBARI et al., 2012; NOGUEIRA,
2012; BELTRAN et al., 2015). O processo de desenvolvimento do fruto da oliveira pode
ser dividido em cinco etapas (Figura 4), predominantemente mas nao exclusivamente,
na seguinte sequéncia: (i) fecundagéo e frutificacdo, desde a floragdo até cerca de 30
dias depois, caracterizada por rapida divisdo celular que promove o crescimento do
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embrido; (ii) desenvolvimento da semente, havendo rapido crescimento do fruto devido
a intensa divisédo celular e alargamento envolvendo o crescimento e desenvolvimento
do endocarpo, com pequeno desenvolvimento da polpa; (iii) endurecimento do caroco,
etapa em que o fruto cresce lentamente e as células do endocarpo param de se dividir;
(iv) desenvolvimento do mesocarpo, no qual ocorre o segundo maior periodo de
crescimento do fruto, em que as células pré-existentes da polpa se expandem,
havendo também intenso acumulo de 6leo; e (v) amadurecimento, fase em que 0s
frutos passam de coloragdo verde-limdo escuro para verde claro-arroxeado, e sua
textura se torna mais macia e o fruto adequado para a colheita (CONDE, DELROT e
GEROS, 2008).
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Figura 4. Estadios do desenvolvimento do fruto da oliveira. Estadios I: fecundagéo e
floragdo; II: desenvolvimento da semente; Ill: endurecimento do carogo; IV: desenvolvimento do
mesocarpo; V: amadurecimento (CONDE, DELROT e GEROS, 2008).

O tamanho final do fruto da oliveira é influenciado por fatores externos, como
temperatura e disponibilidade de agua, e fatores internos como a produtividade da
colheita e a genética, sendo também dependente da duracéo e intensidade da sua fase
de divisdo celular (GOMEZ-JIMENEZ et al., 2010a; HAMMAMI, MANRIQUE e
RAPOPORT, 2011). A qualidade do fruto é avaliada por seu tamanho, pela
porcentagem de 6leo e pela relacdo polpa/caroco (LIVRAMENTO e OLIVEIRA, 2006;
HAMMAMI, MANRIQUE e RAPOPORT, 2011).

A azeitona, em geral, possui formato eliptico, um didmetro que varia de 0,6 a 2
centimetros e um comprimento que pode estar entre 1 e 4 centimetros, dependendo da
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variedade. As caracteristicas das diferentes variedades de azeitona, como seu
tamanho, composicdo quimica e propriedades organolépticas, definirdo qual a
finalidade mais adequada para cada uma delas, ou seja, se serdo destinadas a
producéo de azeitona de mesa (azeitonas em conserva) ou para a producdo de azeite,
ou ainda, para ambas as finalidades (FERREIRA, 2015). No que diz respeito a aptiddo
para producdo de azeitonas de mesa, as propriedades mais adequadas para esta
finalidade estéo relacionadas ao tamanho, sabor, forma, relacdo polpa/caroco do fruto
e facilidade de desprendimento da polpa de seu carogo (NOGUEIRA, 2012).

Para a producédo de azeitonas de mesa, que sdo as azeitonas em conserva, a
guantidade de polpa deve ser relativamente maior que o caro¢o, a massa deve ser
superior a 4 g/fruto e é necessario avaliar a forma e textura do mesmo (NOGUEIRA,
2012). A relacédo polpa/caroco (RPC) é também um parametro que pode ser associado
ao rendimento em azeite do fruto, uma vez que a azeitona madura contém
essencialmente agua e 0Oleo, e sua polpa possui mais de 90% do conteudo lipidico do
fruto (RAMALHEIRO, 2009). Entretanto, Oliveira et al. (2012) reportaram alto teor de
lipideos em azeitonas com menor RPC, demonstrando que € necessario mensurar o
teor de lipideos para se conhecer mais precisamente o rendimento em 6leo do fruto.

Duas importantes variedades produzidas no Brasil sdo a Arbequina e a Grappolo,
sendo a primeira conhecida e produzida mundialmente. A variedade Arbequina é
originaria da Espanha e ocupa uma area superior a 55 mil ha na regido da Catalunha.
Fora do seu local de origem, a Argentina, Estados Unidos, Australia e Chile sdo os
paises que possuem maior extensdo de area plantada desta variedade (COUTINHO,
2012). Esta pode ser classificada como uma planta pouco vigorosa, com copa de
densidade mediana que possui a finalidade de producédo de azeite devido ao seu alto
conteudo de oOleo, estando entre 16 e 18%. Seu azeite € considerado de excelente
gualidade: é muito frutado, suave, aromatico e sem amargor (COUTINHO, RIBEIRO e
CAPPELLARO, 2009; NETO et al., 2011; COUTINHO, 2012; MEFTAH, BOUGHDAD e
BOUCHELTA, 2014). Entretanto, sua estabilidade oxidativa é baixa devido a presenca
de pequena quantidade de compostos antioxidantes e alto teor de acidos graxos poli-
insaturados (MEFTAH, BOUGHDAD e BOUCHELTA, 2014). Corroborando com isso,
Hbaieb et al. (2015), recomendam que a colheita dos frutos da cultivar Arbequina para
producdo de azeites seja feita no estadio de maturacdo mais precoce, uma vez que
uma colheita precoce levaria a uma menor perda de compostos fendlicos presentes no
fruto, estes que sdo responséaveis pela reducdo da oxidacdo dos azeites, e que 0O

armazenamento seja por um curto periodo de tempo, pela mesma razéo.
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Quando os frutos colhidos da cv. Arbequina (Figura 5A) estdo em estadio
avancado de maturagdo, produz-se azeite de frutado maduro com toque de maca e
améndoa, e ligeiramente doce; e, quando as azeitonas colhidas estdo verdes, origina-
se azeite de frutado verde com aroma de folhas e ervas (COUTINHO, 2012). Ainda,
apresenta grande adaptabilidade a diferentes condi¢Bes climéticas e de solo, e seus
frutos sdo de formato esférico e tamanho pequeno, o que dificulta a colheita mecéanica
(COUTINHO, RIBEIRO e CAPPELLARO, 2009; COUTINHO, 2012).

Figura 5. Azeitonas das cultivares Arbequina — A e Grappolo 541 — B. Fonte: EPAMIG —
Maria da Fé, MG.

A cultivar Grappolo (Figura 5B) pode ser classificada como uma planta de vigor
médio e tem origem na ltdlia (NETO et al., 2011; CANCADO et al., 2012). E uma
variedade de dupla finalidade, ou seja, pode servir como matéria-prima para producao
de azeitonas de mesa e de azeite (GUATIMOSIM, 2012). Isso ocorre, pois esta
variedade possui consideravel teor de lipideos e uma alta relacdo polpa/caroco. Ha
poucos relatos na literatura cientifica sobre esta cultivar, e nenhum estudo foi
encontrado sobre a caracterizacdo bioquimica da cv. Grappolo 541 durante seu

desenvolvimento.

3. COMPOSICAO DOS FRUTOS DA OLIVEIRA

O conhecimento sobre os componentes do fruto da oliveira é imprescindivel
guando se quer produzir azeites e azeitonas de mesa de qualidade. A composi¢cao dos
frutos depende essencialmente do estadio de maturagdo em que foi colhido, da cultivar

em questdo e das condigBes ambientais de crescimento das azeitonas, incluindo tanto
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fatores bidticos quanto abidticos (CONDE, DELROT e GEROS, 2008; GHANBARI et
al., 2012; MACHADO, 2013).

A azeitona in natura possui 50 a 67% de umidade; 12 a 22% de lipideos, 1,5 a
2,2% de proteinas; 1,5% de minerais; de 20 a 25% de carboidratos e de 1 a 3 % de
compostos fendlicos, dependendo da cultivar (ZAMORA, ALAIZ e HIDALGO, 2001;
BIANCHI, 2003; HAMMAMI, MANRIQUE e RAPOPORT, 2011; LUO, 2011; GHANBARI
et al., 2012; TALHOUI et al.,, 2015b). Os acidos orgénicos presentes na polpa da
azeitona representam uma propor¢cdo aproximada de 1,5% do total do fruto
(GHANBARI et al., 2012; AKTAS et al., 2014). Dentre os acidos organicos encontrados
em diferentes cultivares de azeitonas estao o citrico, succinico, malico e galacturdnico
(AKTAS et al., 2014).

Os acucares, componentes sollveis presentes nos tecidos da azeitona, fornecem
energia para as alteragbes metabodlicas do fruto, atuando como precursores da
biossintese de lipideos. Ainda, carboidratos estdo presentes na parede celular,
afetando sua textura (MARSILIO et al.,, 2001). Glicose, frutose, sacarose, Xxilose,
ramnose e manitol sdo os principais agucares sollveis presentes em azeitonas (AKTAS
et al., 2014).

Além dos carboidratos, malato, citrato e aminoacidos podem estar envolvidos na
biossintese de lipideos em vegetais (FERRI, 1985; NERGIZ e ENGEZ, 2000). A
formacdo de lipideos no vegetal aumenta sua capacidade de armazenamento de
energia, pois estes apresentam alto conteldo energético e sdo estocados em
condi¢Bes mais anidras que seus precursores (FERRI, 1985).

Os triacilglicerois, componentes lipidicos, sdo formados e armazenados no fruto
de azeitona, sendo que na semente estes compostos possuem a funcédo de nutrir o
embrido, e no mesocarpo atraem a acado de dispersores de sementes (SANCHEZ,
1994). A porcdo lipidica dos frutos de azeitona € composta majoritariamente por acidos
graxos monoinsaturados, como o acido oléico (representando até 84% da composicao
lipidica), em concentracdo que varia de 2,5 a 21% de acido linoléico e um teor de acido
palmitico de 10 a 20% (CONDE, DELROT e GEROS, 2008; MACHADO, 2013;
SERVILI et al., 2014).

Apés cerca de 70 a 84 dias da floracdo ou antese, ocorre o endurecimento do
caroco do fruto, marcando o inicio da sintese de triacilglicerois, sendo que o acumulo
de lipideos nas sementes € mais rapido (dura cerca de 70 dias) que o acumulo de
lipideos no mesocarpo. Este Ultimo ocorre lentamente, atingindo um platé apdés 140

dias da antese (SANCHEZ, 1994). ApoOs cerca de 150 dias da antese, inicia-se o
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periodo de amadurecimento da azeitona, fase em que sua coloracdo passa de verde-
lim&o escuro para verde claro arroxeado (CONDE, DELROT e GEROS, 2008).

Em relagdo aos pigmentos, 0os carotenoides totais aumentam progressivamente
no fruto da azeitona durante as primeiras semanas de crescimento. No momento da
perda da coloracdo verde e o aparecimento da cor preta nos frutos, no
amadurecimento, ocorre a sintese de antocianinas, enquanto os teores de clorofila e
carotenoides totais comecam a reduzir. Apesar de seus teores reduzidos nas
azeitonas, os carotendides desempenham um importante papel, juntamente com a
clorofila, de fornecer a cor caracteristica do azeite de oliva virgem. A diferenca,
principalmente quantitativa, de pigmentos presentes em frutos ou em azeites de oliva
virgem pode ser usada para estabelecer afinidades ou diferengas taxonémicas das
diversas cultivares de azeitona (CRIADO et al.,, 2007; LOPEZ-SANCHEZ, AYORA-
CANADA E MOLINA-DIAZ et al., 2010).

Em estudo desenvolvido por Zamora, Alaiz e Hidalgo (2001) o teor de proteinas
no mesocarpo das azeitonas, em base seca, variou de 1,3 a 1,8%, sendo que a
mudanca da cultivar ou do grau de amadurecimento do fruto ndo acarretaram
mudancas significativas. Poucos sao os estudos sobre a fracdo proteica das azeitonas,
devido a grande maioria dos trabalhos discorrerem sobre compostos fendlicos e acido
graxos. Entretanto, € possivel que compostos proteicos, que estdo presentes em
pequena proporcao no fruto, desempenhem funcdes na estabilidade do 6leo de oliva e
sejam benéficos a saude humana (ZAMORA, ALAIZ e HIDALGO, 2001; CAPRIOTTI et
al., 2013). Sabe-se ainda que os aminoéacidos livres podem ser precursores de
metabolitos secundarios nitrogenados (WINK, 1997). Dessa forma, o conteudo de
aminoacidos livres nas azeitonas pode ser relevante na formacdo de aminas

biogénicas, que sdo compostos bioativos (GLORIA, 2005).

3.1. Compostos bioativos em produtos da oliveira

Os compostos bioativos sao provenientes do metabolismo secundario de plantas
e podem apresentar efeitos benéficos a saide do homem. Esses compostos nos
alimentos podem agir de diferentes formas, tanto no que se refere aos alvos fisiolégicos
como aos seus mecanismos de acdo (SINGH et al., 2016). Nas plantas, esses
compostos participam de funcdes fisioldgicas e/ou na protecdo contra agressores
presentes no ambiente. Dessa forma, a producdo de tais compostos esta diretamente

ligada ao ambiente onde a planta se desenvolve e 0os mesmos podem interferir no
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desenvolvimento do vegetal (CHITARRA e CHITARRA, 2005; BALASUNDRAM,
SUNDRAM e SAMMAN, 2006; KUSANO et al., 2008; AGUDELO-ROMERO et al.,
2013; TIBURCIO et al., 2014; TSANIKLIDIS et al., 2016).

Os compostos fenodlicos sdo exemplos de substancias bioativas que estédo
presentes em frutas, vegetais, vinho, cha, azeite de oliva extravirgem, chocolate, entre
outros alimentos, e tem atraido grande atencdo devido a capacidade antioxidante, e
outras propriedades benéficas a satde humana (HAN, SHEN e LOU, 2007; YANG et
al., 2011).

Outra classe de compostos biologicamente ativos que foram correlacionados com
produtos da oliveira sdo as aminas bioativas (BIHN, SODA e KAWAKAMI, 2011). Tais
compostos possuem acgdo antioxidante, além de serem importantes fatores de
crescimento, manutencao e funcionamento normal das células vivas (LOVAAS, 1996;
KALAC, 2014). Além disso, esses compostos sdo considerados indices de frescor,
deterioracdo e qualidade para produtos alimenticios frescos e processados, 0 que
possui relacdo direta com a qualidade das matérias-primas utilizadas e com as
condicdes de higiene do processamento (GLORIA, 2005; EFSA, 2011a). Portanto, o
conhecimento sobre a presenca das aminas € importante ndo somente por sua
participacdo no desenvolvimento de frutos, mas também por estar relacionada a

gualidade de frutos fermentados, como € o caso das azeitonas de mesa.

3.1.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo aqueles que contém um anel aromatico (benzeno)
em sua estrutura, com pelo menos um grupo hidroxila, podendo apresentar inimeros
isbmeros e uma ampla diversidade de compostos, que vao desde os mais simples até
os altamente polimerizados (CHITARRA e CHITARRA, 2005; BALASUNDRAM,
SUNDRAM e SAMMAN, 2006; HAN, SHEN e LOU, 2007). Devido a diversidade dos
compostos fendlicos existentes, sdo chamados genericamente de “polifendis” e
individualmente sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica, como por
exemplo: fendis simples (C6), acidos hidrobenzoicos (C6-C1), acetofenonas (C6-C2),
acidos hidroxinamicos (C6-C3), entre outros (BALASUNDRAM, SUNDRAM e
SAMMAN, 2006).

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios presentes nas plantas, que podem ter
origem pelas vias biosintéticas da pentose fosfato, chiquimato e fenilpropanoides e em

sua maioria, estdo presentes nos vegetais na forma conjugada a mono ou
27



polissacarideos (MORELLO et al., 2005; BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN,
2006; TALHAOUI et al., 2015a). De modo geral, 0 metabolismo desses compostos
pode ser alterado em decorréncia de variadas situagcdes como condigbes ambientais
adversas, baixas temperaturas, ataque de micro-organismos, € danos mecanicos
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Sao considerados fisiologicamente e morfologicamente importantes em vegetais
por desempenharem relevante funcdo no crescimento, reproducdo e protecao contra
patdgenos e predadores. A suberina e a lignina sdo exemplos de substancias fendlicas
qgue atuam de maneira a impedir a penetracdo de patégenos no fruto gerando
resisténcia mecanica nas paredes celulares deste e agindo como barreira de difusao de
nutrientes para o patdgeno. Além disso, os polifendis possuem o papel de conferir
coloracéo e sabor caracteristico, podendo gerar adstringéncia, acidez ou amargor aos
alimentos (CHITARRA e CHITARRA, 2005; BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN,
2006).

Os compostos fendlicos sédo os principais metabdlitos secundarios presentes no
fruto da oliveira (MORELLO, ROMERO e MOTILVA, 2004; ALAGNA, 2012). Estio
presentes de 1 a 3% nha azeitona in natura, sendo responsaveis por conferir
caracteristicas organolépticas, quimicas e nutricionais especificas ao azeite e as
azeitonas de mesa (MORELLO, ROMERO e MOTILVA, 2004; CARDOSO, 2006;
GHANBARI et al., 2012; TALHAOUI et al., 2015b).

A presenca de compostos fendlicos em azeitonas de mesa e em azeite de oliva
esta relacionada a diversos efeitos benéficos a saude. De acordo com Aktas et al.
(2014), a prevencdo de doenca cardiaca coronariana, alguns tipos de cancer e de
processos inflamatorios tem sido atribuida ao consumo de azeitonas de mesa, em
funcdo do alto conteido de compostos fendlicos e de acidos graxos monoinsaturados
neste alimento. Uma vez que a ingestdo de alimentos ricos em compostos
antioxidantes reduz o risco de danos oxidativos, os compostos fendlicos presentes nas
azeitonas, por serem sequestradores de radicais livres, diminuem os danos oxidativos
e consequentemente, reduzem o risco de diversas doencas como 0O cancer,
inflamacdes e aterosclerose, cuja principal causa € o estresse oxidativo (GHANBARI et
al., 2012).

Os principais compostos fendlicos presentes nos frutos de azeitonas sdo os
secoiridoides, como a oleuropeina e seu derivado dimetil-oleuropeina; os glicosideos
fendlicos, como ligstrosidio e o verbacosideo, um derivado do acido hidroxicinamico

(OMAR, 2010; TALHAOUI et al., 2016).
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A oleuropeina tem sido considerada a principal responséavel pelas propriedades
anti-inflamatorias, antimicrobianas e antivirais desse alimento, além de possuir um
efeito cardio- e neuro-protetor (MACHADO, 2013; BARBARO et al., 2014). Em estudo
de Damak et al. (2008), a concentracdo de oleuropeina foi intimamente relacionada a
atividade antioxidante de extratos de azeitona. O hidroxitirosol, que € o principal
produto da hidrdlise da oleuropeina, também possui potencial antimicrobiano (OMAR,
2010; GHANBARI et al., 2012).

Juntamente com outros fatores, as caracteristicas intrinsecas ao fruto, como seu
grau de amadurecimento e escolha da cultivar, afetam tanto a quantidade quanto a
qualidade de compostos fendlicos presentes no azeite de oliva (MENDOZA et al., 2013;
TALHAOUI et al., 2016). De acordo com Omar (2010), h& trés fases distintas durante o
desenvolvimento da azeitona: fase de crescimento, em que ocorre acumulo da
oleuropeina; fase de verde para maduro, na qual ha reducao de clorofila e oleuropeina
e a fase de maturacdao final (frutos ja estdo escuros), na qual aparecem as antocianinas
e continua a reducéo dos niveis de oleuropeina.

O conteudo de compostos fendlicos presentes no fruto da oliveira tende a reduzir
durante o desenvolvimento e amadurecimento, devido ao aumento da atividade de
enzimas hidroliticas, que levam a transformacéo da molécula de oleuropeina, presente
majoritariamente no inicio do desenvolvimento, em seus oligbmeros hidroxitirosol e
acido elendico (ARTAJO, ROMERO e MOTILVA, 2006; CARDOSO, 2006; DAMAK et
al., 2008; BARBARO et al., 2014; TALHAOUI et al., 2015b).

De acordo com Artajo, Romero e Motilva (2006), os compostos fendlicos
presentes no fruto colhido para producdo de azeite refletem diretamente na
composicao desse produto, pois 0 mesmo € obtido por métodos fisicos e mecanicos,
sob condicbes especificas, especialmente de temperatura, que minimizam a perda
desses compostos no 6leo. Ainda, Mendoza et al. (2013) confirmam que a qualidade do
azeite de oliva esté relacionada as condi¢des fisioldgicas do fruto.

Apesar das condi¢cdes para obtencdo do azeite ndo serem severas, algumas
alteracdes em sua composicdo original sdo inevitaveis devido a ruptura celular e
consequente mistura de seus componentes durante a extracao do 6leo (esmagamento
e termobatedura) (ARTAJO, ROMERO e MOTILVA, 2006). A transformacdo dos
compostos fendlicos durante esse processo, em particular, resulta da atividade de
enzimas que sao liberadas durante o processo de obtencdo do azeite, como por

exemplo, polifenol-oxidase e pB-glicosidase, que sdo responsaveis pela oxidacao
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indireta de secoiridoides e producdo de agliconas de compostos fendlicos,
respectivamente (TALHAOUI et al., 2016).

Os altos teores de compostos fendlicos presentes no fruto da azeitona aumentam
as propriedades nutricionais do azeite de oliva, e contribuem com os efeitos benéficos
a saude da “dieta do mediterraneo” (CONDE, DELROT e GEROS, 2008). A fracéo
fendlica presente no azeite de oliva extravirgem tem sido associada a reducéo do risco
de doencas cardiovasculares e prevencao de cancer, osteoporose, aterosclerose, entre
outros beneficios a saude (ALAGNA et al., 2012; SERVILI et al., 2014). A propriedade
antioxidante atribuida aos compostos fendlicos presentes nesse alimento é confirmada
pela baixa incidéncia de doencas cardiacas e de cancer, além de um reduzido risco de
doencas inflamatérias cronicas e maior expectativa de vida da populacdo do
mediterréneo, local em que o azeite de oliva é componente essencial na dieta alimentar
(OMAR, 2010; ZIOGAS et al., 2010; PARKINSON e KEAST, 2014).

De acordo com EFSA (2011b), os polifendis do azeite de oliva contribuem
protegendo componentes lipidicos séricos contra estresse oxidativo, desde que o
azeite tenha, no minimo, 5 mg de hidroxitirosol e seus derivados (complexo de
oleuropeina e tirosol) por 20 g de azeite.

Além de serem benéficos a saude humana, os polifenois contribuem fortemente
com as propriedades sensoriais do azeite de oliva, conferindo o sabor tipicamente
amargo e picante desse produto, retardam a auto-oxidacdo do mesmo por eliminacéo
de espécies reativas e ainda, possuem a propriedade de quelar metais (MORELLO,
ROMERO e MOTILVA, 2004; CONDE, DELROT e GEROS, 2008; ALAGNA et al.,
2012; HBAIEB et al., 2015; TALHAOUI et al., 2016).

3.1.2. Aminas bioativas

As aminas bioativas ou biologicamente ativas sdo compostos organicos
nitrogenados que realizam importantes funcdes metabdlicas e fisiolégicas em micro-
organismos, vegetais e animais. Estes compostos sdo bases nitrogenadas de baixo
peso molecular cujos hidrogénios da molécula de aménia sdo mono-, di- ou tri-
substituidos por um grupo alquila, resultando, respectivamente, nas aminas primarias,
secundarias ou terciarias (GLORIA, 2005). Alguns exemplos de aminas bioativas estio

presentes na Figura 6.
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Figura 6. Classificacéo e estrutura quimica de algumas aminas. Fonte: GLORIA, (2005).

Tais compostos podem ser classificados de acordo com diferentes critérios,
incluindo o numero de grupamentos amino, estrutura quimica, biossintese ou funcéo
fisiologica, conforme descrito a seguir. Baseado no niumero de grupamentos amino,
estes compostos podem ser monoaminas, (feniletlamina e tiramina); diaminas,
(histamina, serotonina, triptamina, putrescina e cadaverina) ou poliaminas, quando
possuem trés ou mais grupamentos amino, a saber, espermina, espermidina e
agmatina (GLORIA, 2005; RODRIGUEZ et al., 2014).

De acordo com a estrutura quimica, as aminas podem ser alifaticas (putrescina,
cadaverina, espermina, espermidina, agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina)
ou heterociclicas (histamina, triptamina e serotonina). Ainda, podem ser classificadas
como indolaminas (serotonina) e imidazolaminas (histamina) (GLORIA, 2005;
BASHEER et al., 2011).
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Em relacdo a sua biossintese, podem ser naturais, que sdo as aminas
sintetizadas in situ ao serem requeridas no sistema bioldgico (putrescina, espermidina
e espermina) ou biogénicas, que sdo as aminas provenientes da descarboxilacdo de
aminoacidos por bactérias (BARDOCZ, 1995; CHITARRA e CHITARRA, 2005;
GLORIA, 2005; RODRIGUEZ et al., 2014). A histamina é considerada biogénica, por
ser proveniente da descarboxilacdo de bactérias, e natural, por ser sintetizada quando
requerida e armazenada nos mastdéfilos e baséfilos (GLORIA, 2005; RODRIGUEZ et
al., 2014; DINIZ, 2015).

E, por fim, segundo a funcao fisiologica, tém-se as aminas biogénicas, que
desempenham acdes psicoativas ou vasoativas e as poliaminas (espermidina e
espermina), que desempenham importante papel no crescimento celular (GLORIA,
2005; SANTIAGO-SILVA, LABANCA e GLORIA, 2011), sendo esta a classificacdo mais

utilizada.

3.1.2.1. Poliaminas

As poliaminas, representadas pela espermina e espermidina se apresentam na
forma policatibnica em pH fisiolégico e podem ser encontradas nas células de quase
todos os organismos vivos (KUSANO et al., 2008; AGUDELO-ROMERO et al., 2013;
TIBURCIO et al., 2014; TSANIKLIDIS et al., 2016). Podem ser encontradas na natureza
na forma de bases livres, ou associadas a moléculas como acidos fendlicos e
proteinas, sendo a forma conjugada mais comum aquela ligada covalentemente a
acidos hidroxicinamicos (GROOPA e BENAVIDES, 2008; ALCAZAR et al., 2010;
AGUDELO-ROMERO et al., 2013).

Os teores de poliaminas livres nas células vegetais dependem néo apenas de sua
sintese, mas também dos processos de conjugacdo, transporte e catabolismo
(GROOPA e BENAVIDES, 2008; ALCAZAR et al., 2010; AGUDELO-ROMERO et al.,
2013). Tecidos e 6rgdos com altas taxas metabdlicas ou organismos jovens com rapido
crescimento, possuem tipicamente altos niveis de espermina e espermidina (KALAC,
2014).

Na sintese de poliaminas em células vegetais, a putrescina, que € um
intermediario obrigatoério, pode ser produzida por duas rotas biosintéticas (Figura 7): a
da ornitina descarboxilase e da arginina descarboxilase (AGUDELO-ROMERO et al.,
2013; TSANIKLIDIS et al., 2016). Nas células de mamiferos e fungos primarios, a

ornitina, produzida pelo ciclo da ureia ou pela atividade da enzima arginase, sofre
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descarboxilacdo pela acdo da ornitina descarboxilase, originando a putrescina. Em
alguns microrganismos e plantas, a sintese de putrescina se da via agmatina, que €
formada pela descarboxilacdo da arginina pela enzima arginina descarboxilase (Figura
7). A agmatina € metabolizada a putrescina pela enzima agmatinase, com formacao do
intermediario N-carbamoil-putrescina (GLORIA, 2005; KALAC, 2014).
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As biossinteses de espermidina e espermina sdo mediadas especificamente pela
espermidina sintase e espermina sintase, respectivamente, apés a conversdo de S-
adenosilmetionina (SAM) em S-adenosilmetionina descarboxilado, pela acdo da enzima
S-adenosil-metionina descarboxilase (SAMDC). Esta enzima adiciona grupos
aminopropil as substancias precursoras da espermidina (putrescina) e da espermina
(espermidina), para suas respectivas formacdes (TSANIKLIDIS et al., 2016).

A SAM também participa da biossintese do etileno, o que leva a um balanco
critico entre os teores de poliaminas e etileno no fruto (CHITARRA e CHITARRA, 2005;
TSANIKLIDIS et al.,, 2016). As rotas metabdlicas de poliaminas também estao
interconectadas as vias metabdlicas do acido abscisico, 6xido nitrico, prolina, ciclo de
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Krebs e acido y-aminobutirico (GABA) (ALCAZAR et al., 2010; AGUDELO-ROMERO et
al., 2013).

As poliaminas sofrem catabolismo pela atividade de uma ou mais diamina
oxidases (DAOs) e poliamina oxidases (PAOs). As DAOs sdo enzimas que contém
cobre em sua estrutura e sdo capazes de catalizar a oxidagéo das diaminas putrescina
e cadaverina a grupos primarios. Estas aparecem em plantas eudicotiledéneas em
altos teores. Ja as PAOs séo dependentes do dinucleotideo de flavina-adenina (FAD),
estdo presentes em altos teores nas plantas monocotiledoneas e participam do
catabolismo terminal de espermidina e espermina, ou da eliminacdo de grupamentos
amino (converséo de volta de espermina em espermidina, por exemplo) (ALCAZAR et
al. 2010; AGUDELO-ROMERO et al., 2013).

Esses compostos estdo presentes em concentracdes milimolares em células
procaridticas e eucaridticas desenvolvendo funcbes regulatérias em processos que
envolvem crescimento, regeneracdo e metabolismo celular (GLORIA, 2005;
NISHIMURA et al.,, 2006; RODRIGUEZ et al., 2014; TSANIKLIDIS et al., 2016). As
poliaminas possuem acdo antioxidante devido a capacidade de se ligarem a
macromoléculas carregadas negativamente como membranas fosfolipidicas, acidos
nucléicos e proteinas (LOVAAS, 1996; KALAC, 2014). Tais interacdes idnicas, que sao
reversiveis, levam a estabilidade das moléculas de DNA, RNA, membranas e algumas
proteinas, 0 que torna essas aminas importantes fatores de crescimento, manutencéo e
funcionamento normal das células vivas (KALAC, 2014).

Além de suas propriedades antioxidantes e de sua participagdo no
desenvolvimento e crescimento celular, as poliaminas também possuem propriedades
anti-inflamatoérias, promovem renovacdo e funcionalidade ao trato digestivo e
maturacdo da mucosa intestinal em animais (KUSANO et al.,, 2008; BANDEIRA,
EVANGELISTA e GLORIA, 2012).

Em plantas, as poliaminas participam de diferentes processos fisioldgicos como
divisdo e diferenciacdo celular, organogénese e embriogénese, crescimento e
desenvolvimento da raiz, floracdo, crescimento do tubo polinico, senescéncia das
folhas, resposta a fatores de estresse bhidticos e abioticos, sintese de DNA e de
proteina, transcricdo génica, apoptose, reducdo da rigidez da parede celular,
desenvolvimento e amadurecimento do fruto (KUSANO et al.,, 2008; AGUDELO-
ROMERO et al., 2013; TIBURCIO et al., 2014; TSANIKLIDIS et al., 2016). Por serem

encontrados em todas as células e por exercerem efeito regulatério no
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desenvolvimento das plantas, as poliaminas sado consideradas hormonios vegetais
(VIEIRA et al., 2010).

O estudo de Gomez-Jimenez et al. (2010a) com frutos da oliveira demonstrou que
as poliaminas tiveram participacéo na floracdo, e na divisdo celular durante as fases
iniciais do desenvolvimento de azeitonas. Um outro estudo demonstrou uma correlacao
da amina precursora putrescina com a abscisdo de frutos de azeitona maduros
(GOMEZ-JIMENEZ et al.,, 2010b). Poucos estudos investigaram a presenca e a
implicacdo das poliaminas em frutos néo-climatéricos (AGUDELO-ROMERO et al.,
2013), e raros sao os trabalhos sobre esses compostos em azeitonas (GOMEZ-
JIMENEZ et al., 2010a; GIL-AMADO e GOMEZ-JIMENEZ, 2012), o que leva a

necessidade de mais trabalhos sobre a presenca os mesmos em frutos de azeitonas.

3.1.2.2 Aminas biogénicas

A formacédo das aminas biogénicas se da principalmente pela descarboxilacao de
aminoacidos livres (Figura 8), que consiste na remo¢do do grupo a-carboxila da
estrutura do aminoacido formando a amina correspondente. De forma geral, 0 nome
das aminas é similar ao nome do aminoacido que lhe deu origem, como por exemplo a
histamina, originada pela descarboxilacdo da histidina, a tiramina pela tirosina, e assim
por diante, com excec¢ao da putrescina e cadaverina, cujos nomes sado associados aos
fendmenos de decomposicao e putrefacdo (GLORIA, 2005; RODRIGUEZ et al., 2014).
A reacdo de descarboxilacdo se da por meio da acdo de enzimas descarboxilase
enddégenas (presentes naturalmente nos alimentos) ou pela atividade de enzimas
descarboxilase exdgenas (produzidas por micro-organismos) (RODRIGUEZ et al.,
2014).

Assim sendo, algumas aminas sao inerentes aos alimentos e outras podem ser
formadas durante processos fermentativos ou em condi¢cdes higiénicas inadequadas —
aminas exogenas. Os principais fatores necessarios para a formacdo de aminas
exdgenas em alimentos incluem a disponibilidade de aminoacidos livres, presenca de
micro-organismos produtores de aminas (presentes naturalmente ou por cultura
starter); condicfes favoraveis a sua formacao (temperatura e pH, por exemplo) e

condicBes favoraveis a producéo e atividade enzimatica (EFSA, 2011a).
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Figura 8. Vias metabdlicas de formacao das aminas biogénicas. Fonte: DINIZ (2015).

Algumas aminas biogénicas podem ser encontradas em plantas, como
feniletilamina, serotonina, triptamina, histamina, putrescina, cadaverina, agmatina,
octopamina e sinefrina. A histamina, triptamina, feniletlamina e serotonina
desempenham um papel protetor contra determinados predadores; aminas alifaticas
como a putrescina e cadaverina sdo capazes de atrair agentes polinizadores;
triptamina, tiramina e feniletilamina sé@o precursores de compostos biologicamente
importantes, como hormonios vegetais e alcaldides (SMITH, 1977; GLORIA, 2005;
SANTIAGO-SILVA, LABANCA e GLORIA, 2011; PAIVA et al., 2015).

Em animais, as aminas biogénicas podem exercer acdes psicoativas ou
vasoativas. Histamina e serotonina sdo consideradas aminas psicoativas por agirem
como neurotransmissores, afetando o sistema nervoso central. Ainda, a feniletilamina e
triptamina sdo constituintes enddgenos do cérebro, sendo capazes atravessar
facilmente a barreira hematoencefalica e as aminas serotonina, feniletilamina, tiramina,
histamina e triptamina sdo capazes de regular a temperatura corporal, o volume e pH
do estbmago. Tiramina, triptamina, feniletilamina e histamina sdo vasoativas, pois
atuam direta ou indiretamente no sistema vascular (BARDOCZ, 1995; GLORIA, 2005).

Quando os teores de aminas nos alimentos sdo baixos, 0S mesmos nao causam
risco a saude humana, entretanto, se o teor de aminas consumido for elevado, ou

ainda, se a rota de catabolismo das aminas for inibida ou houver deficiéncias genéticas
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no individuo, elas podem causar enxaqueca, distUrbios respiratérios, palpitacdes
cardiacas, hipertensdo, nausea, hemorragia intracerebral, sindrome do choque
anafilatico ou até mesmo a morte (OZDESTAN e UREN, 2009). De acordo com EFSA
(2011a), as aminas biogénicas mais toxicas e particularmente relevantes para a
seguranca alimentar sdo a histamina e a tiramina.

Considerando que elevados teores de aminas podem ser prejudiciais a saude
humana, faz-se necessario minimizar a formacao das aminas biogénicas em produtos
fermentados, como nas azeitonas de mesa. Assegurar uma matéria-prima com bom
estado de higiene e adicionar culturas starters ndo produtoras de aminas biogénicas é
uma das formas de se minimizar a ocorréncia desses compostos em alimentos
fermentados. As condicbes de armazenamento e de distribuicdo, sobretudo a
temperatura, também séo fatores que influenciam no acumulo de tais compostos em
alimentos, devendo também ser monitoradas (EFSA, 2011a).

A importancia de se avaliar os teores de aminas biogénicas vai além do aspecto
toxicologico, uma vez que elas podem ser utilizadas como indicadores do grau de
frescor ou de contaminagdo microbiana dos alimentos (OZDESTAN e UREN, 2009).
Devido ao tempo relativamente grande requerido para analises microbiologicas e a
imprecisao de analises sensoriais, analises quimicas tem sido alvo de estudos para se
avaliar a qualidade de alimentos. Neste sentido, a determinacdo de aminas tem sido
usada como parametro ou indice de qualidade por sinalizar a qualidade da matéria-
prima utilizada e/ou suas condi¢des higiénicas durante a manipulacdo de determinados
produtos alimenticios (RODRIGUEZ et al., 2014). Dessa forma, estudos associaram a
formacdo de cadaverina, tiramina e putrescina a deterioracdo de azeitonas de mesa
(HORNERO-MENDEZ e GARRIDO-FERNANDEZ, 1994; LANZA, 2013). Também
foram encontrados teores de 0,4 a 3,3 mg/kg de putrescina, cadaverina e tiramina em
azeitonas de mesa obtidas no comércio (COBO e SILVA, 2000).

Nao foram encontrados dados na literatura cientifica sobre aminas biogénicas
durante o desenvolvimento de azeitonas e nos frutos ndo processados, e sao raros 0s
estudos que avaliam o teor desses compostos como parametro da qualidade para
azeitonas de mesa. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos que avaliem o perfil de
aminas bioativas e de seus aminoacidos precursores tanto nos frutos quanto nos

produtos finais, a fim de se assegurar sua qualidade.
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MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAL

1.1. Amostras

Amostras de frutos de oliveira das cultivares Arbequina e Grappolo 541 foram
gentiimente cedidas pela EPAMIG unidade Maria da Fé, cujas coordenadas
geogréficas sdo 22°18'S, 45°23'W e altitude média de 1.276 m, localizada na
microrregido da Serra da Mantiqueira, ao sul do Estado de Minas Gerais. O sistema de
cultivo das oliveiras no Campo Experimental de Maria da Fé nédo fazia uso de irrigacao,
contando apenas com a agua proveniente de chuvas. O periodo de coletas dos frutos
foi de novembro de 2015 a fevereiro de 2016, sendo todas as coletas feitas na parte da
manha.

Para a obtencdo das amostras de azeitonas, seis lotes, com cinco oliveiras cada,
foram marcados no campo, sendo trés lotes da cultivar Arbequina e trés lotes da
cultivar Grappolo 541. Portanto, trés amostras de cada cultivar, provenientes de lotes
diferentes, foram coletadas, ou seja, foram analisadas trés repeticoes por cultivar. A
coleta de cada amostra foi realizada de maneira aleatéria ao redor das cinco plantas de
cada lote. Foram colhidos 0 mesmo numero de frutos em cada uma das cinco plantas
para se obter uma amostra representativa e com quantidade mininima de 100g.

A primeira coleta foi feita 86 dias apds antese de ambas as cultivares, ou seja, 86
dias apos a abertura floral da Arbequina e Grappolo 541. Posteriormente, novas coletas
foram realizadas em intervalos aproximados de 20 dias para se acompanhar
gradativamente as mudancas durante o desenvolvimento dos frutos. Os intervalos
foram de, exatamente, 20, 18, 17, 21 e 15 dias, 0 que correspondeu a 106, 124, 141,
162 e 177 dias ap0Os antese, respectivamente. O periodo avaliado foi escolhido pois
sdo raros os dados encontrados na literatura cientifica a respeito da evolucdo de
parametros fisico-quimicos e compostos bioativos, como aminas bioativas e fendlicos
totais, em frutos de oliveira nesse periodo especifico.

Logo apOs serem coletadas, as amostras foram acondicionadas em embalagens
plasticas (Figura 9), congeladas e enviadas em caixas de isopor com gelo, para o
Laboratério de Bioquimica de Alimentos (LBgA), da Faculdade de Farmacia (FAFAR)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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Figura 9. Foto ilustrativa de azeitonas Grappolo 541 e Arbequina (quarta coleta)
preparadas para o transporte para a UFMG.

1.2. Reagentes

Os reagentes utilizados nas andlises de lipideos, fendlicos totais e extracdo de
aminas bioativas foram de grau analitico. Para analise cromatografica das aminas
bioativas e dos aminoacidos foram utilizados solventes (acetonitrila) de grau
cromatografico. Agua ultrapura foi obtida do Sistema Milli-Q-Plus (Millipore Corp.,
Milford, MA, EUA). As fases modveis foram filtradas em membrana de 47 mm de
diametro (Millipore Corp., Milford, MA, EUA) para analise em CLAE e com tamanho do
poro de 0,22 pm (GV Durapore Merck®) para anélise de UPLC. Os padrées de aminas
bioativas e aminoacidos foram preparados com alanina (98%), cloridrato de arginina
(98%), acido aspartico (98%), acido glutamico (99%), cistina cristalina (98%),
fenilalanina (98%), glicina (99%), cloridrato de histidina monohidratado (98%),
isoleucina (98%), cloridrato de lisina (98%), leucina (98%), metionina (98%), prolina
(99%), serina (99%)), tirosina (98%), treonina (98%), valina (98%), cloridrato de beta-
feniletilamina (98%), serotonina creatinina sulfato mono hidratado (100%), cloridrato de
tiramina (98%), dicloridrato de cadaverina (98%), dicloridrato de histamina (99%),
dicloridrato de putrescina (98%), sulfato de agmatina (97%), tetracloridrato de
espermina (100%), tricloridrato de espermidina (98%) e triptamina (98%), todos
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Orto-ftalaldialdeido, Brij-35 e acido

galico também foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
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2. METODOS

As amostras foram avaliadas quanto as dimensdes fisicas (diametro transversal e
longitudinal) na propria EPAMIG Maria da Fé. No Laboratério de Bioquimica de
Alimentos (LBgA), fez-se primeiro a determinacdo da relagdo polpa/caroco e, em
seguida, as polpas das amostras foram trituradas e a massa correspondente foi pesada
para as analises de teor de umidade, conteado de lipideos, fendlicos totais,
aminoé&cidos e aminas bioativas. O delineamento foi inteiramente casualizado, com trés

repeticdes. Todas as analises foram feitas em duplicata.

2.1. Caracterizacéo fisica dos frutos

Dez azeitonas foram selecionadas de maneira aleatoria para a medicdo dos
diametros transversal e longitudinal, utilizando-se Paquimetro Digital, Messen (Sao
Paulo, SP, Brasil), de 150 mm. Foi também realizada a pesagem das azeitonas em
balanca semi-analitica. Tais medi¢cdes foram feitas imediatamente apds a colheita, na
EPAMIG, Maria da Fé, MG, utilizando-se metodologia de rotina da EPAMIG para

pequenos frutos.

2.2. Determinacédo da relacéo polpa/caroco dos frutos

Dez azeitonas foram selecionadas de maneira aleatdria, por meio de um
guarteamento (Figura 10). Em seguida, pesou-se a massa total dos frutos, e
posteriormente foi feito o despolpamento manual dos mesmos e foi pesada a massa

dos carocos. A relacao polpa/caroco (RPC) foi calculada pela equacao 1 (Eqg. 1):

RPC = Massa (g) das 10 azeitonas inteiras — Massa (q) dos 10 carocos (Eqg. 1):
Massa (g) dos 10 carogos

2.3. Determinacédo do teor de umidade

A determinacéo do teor de umidade das amostras foi realizada por secagem em

estufa a 105°C, até peso constante, de acordo com AOAC (2012).
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Figura 10. Quarteamento feito com os frutos de azeitonas para a determinagdo da

relacdo polpa/carogo (1: homogeneizagdo dos frutos; 2 e 3: divisdo dos quadrantes e 4: sele¢do
aleatdria dos dez frutos). Fonte: autoria propria.

2.4. Determinacgao dos teores de lipideos totais

A determinacao do conteudo de lipideos totais (extrato etéreo) do mesocarpo das
azeitonas previamente secas (105 °C até peso constante) foi realizada de acordo com
AOAC (2012). Esta analise foi realizada por meio de um extrator de lipideos do tipo
Soxhlet (Solab SL202, Sdo Paulo) utilizando-se éter etilico.

A amostra seca foi pesada em cartucho feito com papel filtro qualitativo, e
posteriormente foi colocada sob imersao (por 1 h) e gotejamento (por 3 h) em éter
etilico, a 50 °C para extracdo lipidica. Para se determinar a porcentagem de lipideos
totais nas amostras pesou-se 0s reboilers antes e apds a extracdo. Para comparacéo
dos resultados entre épocas de colheita, os teores de lipideos totais foram expressos

em base seca.

2.5. Determinacédo dos teores de compostos fendlicos totais

Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais nas amostras foi utilizado o
método de Folin Ciocalteu. A extracdo dos compostos fendlicos na polpa das azeitonas
foi feita de acordo com Arslan e Ozcan (2011), com pequenas modificagbes. Uma
guantia de 1,5 g da polpa triturada foi extraida com 20 mL de solucdo metandlica 80%

(v/iv) com auxilio de um Ultraturrax T10, IKA, na velocidade de 14.500 rpm.
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Posteriormente, centrifugou-se o extrato a 15.000 g, a 4 °C por 10 minutos. O processo
foi repetido com o residuo e o volume resultante das duas extra¢des foi submetido a
separacgdo de fases, com utilizacdo de 10 mL de hexano em funil de separacédo para
obtencdo do extrato metandlico livre de interferentes. Posteriormente, o extrato
metandlico foi diluido com solucdo metandlica (80%) em baldes volumétricos, de
maneira que a concentragcdo do extrato lido estivesse na faixa linear de trabalho da
curva analitica.

A quantificacdo dos fendlicos totais foi feita de acordo com Sahan, Cansev e
Gulen (2013). A curva analitica foi preparada com solu¢ées-padrao de acido gélico nas
concentragfes: 5, 10, 15, 25, 50 e 75 mg/L. Para a leitura dessas solu¢des, adicionou-
se, em tubos de ensaio, 1,0 mL de cada solucéo-padrao; 5,0 mL de agua destilada e
0,5 mL de solucdo de Folin Ciocalteu. Com vortex, homogeneizou-se a mistura e
aguardou-se por 3 minutos. Posteriormente, adicionou-se 1,0 mL de carbonato de
sodio. Deixou-se por 1 h os conteudos sob agitacéo, e posteriormente, foram feitas as
leituras da absorbancia a 750 nm, em espectrofotdmetro UV-VIS (Shimadzu, Kioto,
Japao). Todos os procedimentos de extracédo e leitura foi feito sob protecdo da luz.
Para a leitura da absorbancia das amostras procedeu-se da mesma forma, porém
adicionou-se 1,0 mL de extrato metanolico ao invés da solucdo-padrdao. A
guantificacdo dos fendlicos totais foi feita por interpolagcdo nas curvas analiticas. Os
resultados foram expressos em equivalente g em acido galico (EAG)/100 g de azeitona,

em base seca.

2.6. Determinacéao dos teores de aminoacidos livres e aminas bioativas

2.6.1. Otimizacdo da extracdo de aminas bioativas em azeitona

Anteriormente a extracdo de aminas bioativas em azeitonas, objetivou-se avaliar a
eficiéncia de diferentes acidos extratores nessa matriz, por meio de um teste de
recuperacdo. Para isso, um volume de 1 mL de solu¢cdo padrdo de aminas, na
concentracdo de 100 pg/mL, foi adicionado a 5 g de azeitonas de mesa trituradas,
sendo que amostras nao fortificadas foram usadas como controle. Para o preparo das
solu¢cdes padrdao uma quantia de 10 mg de cada padrdo de aminas bioativas foram
pesadas, solubilizadas em acido cloridrico 0,1 mol/L e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL, resultando na concentragdo de cada uma das aminas de 100

mg/L.
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Para a extragcdo das amostras utilizou-se HCL 1 mol/L de acordo com Santiago-
Silva, Labanca e Gloéria (2011) e acido tricloroacético — TCA 5% m/v, seguindo
metodologia de Bandeira, Evangelista e Gléria (2012), com poucas modificacdes. O
procedimento de extracdo completo foi realizado da seguinte maneira: primeiramente
foram adicionados 7 mL de acido cloridrico ou tricloroacético. Posteriormente, as
amostras foram levadas a mesa agitadora por 5 minutos a uma velocidade de 250 rpm,
e logo apés centrifugadas a 10.000 g, a 4 °C, por 20 minutos. O procedimento foi
repetido por mais duas vezes com o residuo solido resultante da filtracdo, e
posteriormente o extrato foi vertido em baldes volumétricos de 25 mL, sendo seu

volume completado com os respectivos acidos extratores.

2.6.2. Determinacdo de aminas bioativas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

A determinacdo das aminas bioativas foi feita por meio da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) com par i6nico, empregando-se derivacdo pos-coluna com o-
ftalaldeido (OPA) e deteccdo fluorimétrica, de acordo com Bandeira, Evangelista e
Gloria (2012). A analise foi feita em cromatografo liquido de alta eficiéncia (Modelo LC-
10 AD, Shimadzu, Kioto, Japao) conectado a detector espectrofluorimétrico (RF-10
AXL) a 340 e 450 nm de excitacdo e emissao, respectivamente. A coluna utilizada foi
Novapak® C18 de 3,9 x 300 mm, 4 um (Waters, Milford, MA, EUA). Duas fases méveis
foram empregadas em gradiente de eluicdo, conforme descrito na Tabela 1. A fase
moével aquosa (A) consistiu em uma solucdo tampao de acetato de sodio 0,2 M e
octanosulfonato de sodio 15 mM, com ajuste de pH para 4,9 por adicdo de acido
acético glacial e a fase mével organica (B) foi acetonitrila. As fases moveis A e B foram
filtradas em membrana HVLP (47 mm de diametro e 0,45 um de tamanho de poro,
Millipore Corp., Milford, MA, EUA) antes da analise.

A solucdo derivante consistiu de 3 mL de metanol previamente filtrado em
membrana HVLP (47 mm de diametro e 0,45 um de tamanho do poro, Millipore Corp.,
Milford, MA, EUA), 1,5 mL de Brij-35, 1,5 mL de mercaptoetanol e 0,2 g de OPA
dissolvido em 500 mL de solucdo tampéo de acido bérico a 5% (m/v) e KOH a 4,4%
(m/v) (pH 10,5). O preparo das solucdes padrao foi feito da mesma forma que no teste

de recuperacao.
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Tabela 1. Gradiente de eluicdo para as fases moveis: (A) solucdo tampédo de acetato
de sodio 0,2 mol/L e octanosulfanato de sédio 15 mmol/L e (B) acetonitrila utilizadas na

determinacdo de aminas por HPLC

Tempo Gradiente da fase mével (%)
(min) A (solugdo tampao) B (acetonitrila)
0,1 85 15
1,0 94 6
16,0 74 26
22,0 84 16
26,0 67 33
27,0 82 18
30,0 62 38
315 85 15
68,0 85 15

2.6.3. Determinacao de aminas bioativas e aminoacidos livres por cromatografia

liguida de ultra eficiéncia

Para a andlise de aminoacidos e aminas bioativas livres fez-se primeiramente a
extracdo das azeitonas utilizando-se acido tricloroacético (5%), uma vez que este
apresentou melhor eficiéncia pelo teste de recuperacdo. A extracdo foi realizada de
acordo com o método descrito anteriormente (modificado de Bandeira, Evangelista e
Gloria, 2012), alterando-se apenas a massa das amostras pesadas para 6 g e volume
final para 10 mL, a fim de se concentrar os extratos.

Os aminoacidos e aminas bioativas foram determinados segundo metodologia
descrita por Fiechter, Sivec e Mayer (2013). ApoOs extracdo das aminas bioativas e
aminoécidos livres com &cido tricloroacético 5% (m/v), estes foram neutralizados com
solucdo de hidroxido de so6dio 1 mol/L. As aminas e aminoacidos nos extratos
neutralizados foram derivados (derivacdo pré-coluna) por reacdo com 6-aminoquinolil-
carbamato de N-hidroxisuccinimidil (AQC) utilizando o kit Waters AccQ.Fluor® (Waters,
1993). Resumidamente, 5 pL do extrato neutralizado foi adicionado de 35 pL de
tamp&o borato AccQ.Fluor® e 10 pL de reagente AQC. Ap6s 1 minuto de descanso, a
mistura foi aquecida a 55 °C por 10 minutos em banho-maria para completar a reacao
de derivacdo. As amostras derivadas foram filtradas em membranas de 0,20 um de
tamanho do poro (Whatman®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e analisadas por

cromatografia liquida de ultra eficiéncia — UPLC®.
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A andlise cromatografica das aminas e aminoacidos derivados foi realizada em
cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia modelo Waters Acquity® Ultra Performance LC
(UPLC®) (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com um detector Acquity® tunable
ultraviolet (TUV) (Waters, Milford, MA, EUA). Utilizou-se coluna de fase reversa
Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 pym) para separacdo dos analitos. Duas
fases moveis foram empregadas na separacao, conforme gradiente demonstrado na
Tabela 2, (A) tampao acetato de sédio 0,1 mol/L em agua ultrapura com pH ajustado
para 4,8 com acido acético, e (B) acetonitrila, ambas fases filtradas a vacuo em
membrana com tamanho de poro de 0,22 ym (GV Durapore Merck®) e sonicados por
30 minutos para remocéao de bolhas de ar. O volume de injecdo de amostra na coluna
foi 2 pL, o fluxo de 1 mL/min e o comprimento de onda de deteccdo UV foi 249 nm a
uma taxa de amostragem de 40 pontos/s. O software Waters Empower 2 foi utilizado
para controle do UPLC e aquisi¢cao dos dados.

A identificacdo das aminas e aminoacidos foi feita por comparacao do tempo de
retencdo dos picos dos analitos na amostra em relagcdo aos da solucédo padrao e
também pela adicdo de padrbes na solucdo obtida apds extracdo das aminas nas
amostras de cada tratamento. O calculo da concentracdo das aminas e aminoacidos foi
feito por interpolagcdo nas respectivas curvas analiticas. Os resultados de aminas

bioativas foram expressos em base umida.

Tabela 2. Gradiente das fases modveis utilizado para a separacdo das aminas bioativas
e aminoacidos livres nos extratos de azeitona por UPLC

Tempo Gradiente da fase mével (%)
(min) A (solucao tampéao) B (acetonitrila)
0,1 100 0
2,5 100 0
4,0 97 3
9,0 70 30
9,5 0 100
10,0 0 100

Reequilibrio as condig¢es iniciais por mais 1,5 minuto.
Tempo total corrida: 12 minutos.

2.7. Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade, e 0s que nao apresentaram
distribuicdo normal (fenodlicos totais e relagdo polpa/carogo) foram submetidos a

transformacgé&o logaritmica. Foi feita a analise de variancia (ANOVA fatorial) de todos os
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dados e posteriormente comparou-se as médias obtidas entre as duas cultivares e as
médias de uma mesma cultivar em diferentes tempos de colheita, pelo teste de Tukey.
Também foi feita a andlise de correlacdo de Pearson (para os dados normais) e de
Spearman para os demais. Além disso, foram feitas andlises de regressao linear para
os parametros avaliados. Os dados foram analisados ao nivel de 5% de significancia.
Para os testes de normalidade e correlacdes foi utilizado o software InfoStat, UNC,
Cérdoba, AR, 2008. Ja para as analises de variancia e regressfes foi usado SISVAR,
versédo 5.0, DEX/UFLA, Lavras, MG, 2007.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. CARACTERISTICAS FISICAS DAS AZEITONAS

1.1. Dimensdes longitudinal e transversal

Os resultados obtidos para os diametros longitudinal — DL e transversal — DT das
azeitonas ao longo do desenvolvimento do fruto estdo apresentados na Tabela 3.
Observa-se que os frutos da Grappolo 541 apresentaram maiores dimensdes fisicas
gue a Arbequina, em todos os tempos de colheita. Na maior parte dos tempos
avaliados, tanto o DL quanto o DT da cultivar Grappolo 541 foram cerca de 1,3 vezes

maiores que os da Arbequina.

Tabela 3. Diametro longitudinal (DL) e transversal (DT) durante o desenvolvimento das
azeitonas Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em Maria da Fé, MG

Diametros (mm)

Tempo
(dias Longitudinal (DL) Transversal (DT)

aﬁ'f)e(;se) Arbequina Grappolo 541 Arbequina Grappolo 541
86 12,49+ 0,51y,d 15,92 £ 0,80 x,d 8,77 £0,33 y,e 11,34 £ 0,77 x,e
106 12,98 £ 0,80 y,cd 17,54 + 0,53 x,c 9,95+0,44y,d 13,33+ 0,44 x,d
124 13,52+ 0,08 y,bcd 18,32 +1,13 x,bc 10,78 £ 0,24 y,cd 14,14 £ 0,79 x,cd
141 14,12 + 0,47 y,bc 18,4 + 0,77 x,bc 11,62 £ 0,07 y,c 15,04 £ 0,55 x,c
162 15,08 £ 0,07y,ab 19,78 + 0,36 x,ab 13,04 £0,26y,b 16,23+ 0,43 x,b
177 15,85+ 0,07 y,a 20,35+ 0,89 x,a 1443 +£0,18y,a 17,63 £ 0,18 x,a

Médias (+ desvio padrdo) seguidas de letras iguais (a, b, ¢, d, €) nas colunas, e de letras iguais (X, y)
nas linhas, entre as cultivares nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados encontrados condizem com o esperado, visto que a cultivar
Arbequina possui frutos conhecidamente pequenos (MORELLO, ROMERO e
MOTILVA, 2004; COUTINHO, RIBEIRO e CAPPELLARO, 2009; MEFTAH,
BOUGHDAD e BOUCHELTA, 2014). Diferencas de tamanho entre as variedades de
azeitonas ocorrem principalmente pela diferenca no nimero de células presentes no

pericarpo do fruto, caracteristico de cada cultivar, sendo a divisdo e a expansao celular
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0s principais processos que determinam o tamanho final de frutos carnosos, como € o
caso da azeitona (RAPOPORT, COSTAGLI e GUCCI, 2004; GOMEZ-JIMENEZ et al.,
2010%; HAMMAMI, MANRIQUE e RAPOPORT, 2011).

No presente trabalho, as azeitonas comecaram a ser avaliadas 86 dias apds a
antese, ou seja, os frutos ja haviam passado o periodo de maior intensidade da divisdo
celular, que vai da fecundacdo até 60 dias apdés a antese. Portanto, somente o
processo de expanséao celular, que ocorre ap6s o endurecimento do caroc¢o (90 a 150
dias apés antese) foi acompanhado, além do inicio da maturacéo dos frutos.

Em relacéo a variacdo das dimensdes para cada cultivar com o tempo, houve um
aumento linear de 27% e 64% dos DL e DT da cv. Arbequina, respectivamente, e um
aumento linear de 28% e 56% dos DL e DT da cv. Grappolo 541, respectivamente, no
periodo avaliado. Ainda, apesar da variacdo percentual das duas cultivares ter sido
similar, os frutos da cv. Grappolo 541 expandiram mais rapidamente, quando se
observa as inclinagdes do grafico obtido com os valores de DL e DT versus tempo das

duas cultivares (Tabela 4).

Tabela 4. EquacOes das retas e coeficientes de regresséo linear dos diametros
longitudinais e transversais durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina e
Grappolo 541, cultivadas em Maria da Fé, MG

Azeitona / ~ Coeficiente de
Equacéao da reta

Diametros regressao linear (R?)
Arbequina
Longitudinal y = 0,0369x + 9,108 0,9810
Transversal y = 0,0599x + 3,478 0,9868
Grappolo 541
Longitudinal y = 0,0455x + 12,353 0,9608
Transversal y =0,0641x + 6,108 0,9848
1.2. Massas

Como indicado na Figura 11, as massas médias da cv. Grappolo 541 foram cerca
de duas vezes maiores que as da Arbequina em todos os tempos avaliados, sendo o0s
valores médios do ultimo tempo de colheita para a cv. Grappolo 541 igual a 3,81 g e
para a cv. Arbequina, de 1,97 g, respectivamente. Tais valores sdo semelhantes ao

encontrado por Oliveira et al. (2012), em que a massa dos frutos da cv. Grappolo 541
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(3,14 g) foi superior a massa da cv. Arbequina (1,47 g), mantendo a mesma propor¢ao
de diferenca entre elas (cerca de duas vezes maior). Os frutos avaliados por Oliveira et
al. (2012) foram cultivados na mesma regido que a do presente trabalho (Campo
Experimental de Maria da Fé, pertencente a EPAMIG) e foram colhidos em fevereiro de
2009, no mesmo estadio de desenvolvimento que a Ultima coleta (177 dias apés
antese), indicando que a diferenca proporcional entre a massa média das cultivares em

guestdo se manteve mesmo mediante possiveis diferencas climaticas.
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Figura 11. Massas médias (g) de azeitonas Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em
Maria da Fé, MG durante o desenvolvimento (86, 106, 124, 141, 162 e 177 dias ap0s

antese). Teores médios (n=10) com letras diferentes (a-e) para uma mesma cultivar s&o
significativamente diferentes (teste de Tukey, p<0,05). As barras representam o desvio padrdo das
médias obtidas.

Em relacdo a variacdo da massa média ao longo do tempo para cada cultivar,
ambas aumentaram significativamente seus teores no periodo avaliado. Comparando-
se 0s ultimos com os primeiros tempos de coleta, para cada cultivar individualmente, os
aumentos foram de 224% para Arbequina e 185% para Grappolo 541.

De acordo com a analise de regressao linear, ambas as cultivares aumentaram
suas massas com taxas lineares (Tabela 5), o que esta de acordo com estudo de
Sanchez (1994), com frutos de azeitonas. Além disso, de maneira similar aos
resultados para DL e DT, a velocidade de ganho de massa para Grappolo 541 foi
superior a Arbequina, considerando que seu coeficiente angular foi superior. Ainda, os
diametros longitudinal e transversal apresentaram uma correlacdo muito forte com a

massa média das cultivares estudadas, como esperado, visto que a massa e 0s

49



didmetros sdo parametros relativos ao crescimento dos frutos. Estas correlagdes, e as

gue serao apresentadas ao longo da discussédo, encontram-se na tabela do Apéndice.

Tabela 5. Equacdes das retas e coeficientes de regressao linear das massas médias
durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em
Maria da Fé, MG

Coeficiente de regresséo

Azeitona Equacéo da reta

linear (R?)
Arbequina y = 0,0143x — 0,6942 0,9640
Grappolo 541 y = 0,0257x — 0,8464 0,9865

1.3. Relacgao polpa/caroco

Em todos os tempos analisados, com excec¢do do primeiro (86 dias apds a
antese), os valores da relagcdo polpa/caroco (RPC) da cv. Grappolo 541 foram
significativamente superiores aos da cv. Arbequina (Tabela 6). RPC & um parametro
importante para se avaliar a distribuicAo da massa entre polpa e caroco no fruto
(DEHGHANI et al., 2014) e, juntamente com outros parametros, como massa total e
diametros, permite concluir a respeito da aptidao do fruto a producéo de azeitonas de
mesa. Sendo assim, os resultados superiores de RPC, diametros e massa meédia da

Grappolo 541 confirmam sua finalidade para producéo de azeitona de mesa.

Tabela 6. Relacdo polpa/caroco durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina e
Grappolo 541 cultivadas em Maria da Fé, MG

Tempo Relacéo polpa/caroco

(dias apds antese) Arbequina Grappolo 541
86 1,54 £ 0,44 x,c 1,64 £0,22 x,e
106 1,43+0,12y,c 2,07 £ 0,26 x,de
124 1,71 £ 0,03 y,bc 2,53 + 0,36 x,cd
141 2,09+0,13y,b 3,34 £ 0,32 x,bc
162 2,90+0,13y,a 4,02 + 0,45 x,ab
177 3,75+0,15y,a 491 +0,14 x,a

Médias (+ desvio padréo) seguidas de letras iguais (a, b, ¢, d, €) nas colunas, e de letras iguais (x, y) nas
linhas ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A porcentagem de aumento dos valores de RPC para a cv. Arbequina foi de
143% e para cv. Grappolo 541 de 199%. Ainda, em relacdo & RPC para a cv.
Arbequina durante o tempo, os valores obtidos nos trés primeiros tempos de coleta (86,
106 e 124 dias apés a antese) foram significativamente menores que os valores obtidos
nos ultimos tempos (162 e 177 dias ap0s a antese) e para a cv. Grappolo 541, os
valores nos dois primeiros tempos de coleta (86 e 106 dias) foram significativamente
inferiores aos ultimos (162 e 177 dias apds a antese). Tais dados estdo de acordo com
Conde, Delrot e Gerés (2008) que afirmam que, a quarta fase de desenvolvimento dos
frutos da oliveira (entre 90 e 150 dias apés a floracdo) € aquela na qual ocorre maior
desenvolvimento do mesocarpo devido a expansao das células pré-existentes e grande
acumulo de 6leo. Em concordancia com o descrito por esses autores, os valores de
RPC apo6s 162 dias da antese foram significativamente superiores aos dos primeiros
tempos, para ambas as cultivares.

Pelo estudo de regressdo linear observou-se que ambas as cultivares
apresentaram taxas de aumento lineares com o tempo para os valores de RPC, sendo
a cv. Grappolo 541 a que obteve maior velocidade de aumento desse parametro
(Tabela 7). E por também ser um parametro que permite acompanhar o ganho de
massa do mesocarpo, a RPC obteve forte correlagdo com o DL, com a massa e muito

forte correlacdo com o DT.

Tabela 7. Equacfes das retas e coeficientes de regresséao linear das relagbes polpa-
caroco (RPC) durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina e Grappolo 541,
cultivadas em Maria da Fé, MG

Coeficiente de regresséao

Azeitona Equacéo da reta

linear (R?)
Arbequina y = 0,0246x — 1,0214 0,8476
Grappolo 541 y =0,0358x — 1,6671 0,9758

2. TEORES DE UMIDADE E LIPIDEOS

2.1. Teores de umidade

No presente trabalho, observou-se uma reducdo significativa dos teores de

umidade em ambas cultivares analisadas dos primeiros até os ultimos tempos de coleta

51



(Tabela 8), tendéncia também encontrada nos trabalhos de Morell6, Romero e Motilva
(2004), Gutierrez-Rosales et al. (2010) e Fernandez-Orozco et al. (2011).

A reducdo percentual dos teores de umidade, do primeiro ao ultimo tempo
avaliado, das cultivares Grappolo 541 e Arbequina foi a mesma, com um percentual de
7,6. Além disso, por terem apresentado coeficientes de regressao linear semelhantes
(Tabela 9), pode-se inferir que a velocidade de diminuicdo do teor de umidade de
ambas foi similar. Possivelmente, os fatores externos foram predominantes na
influéncia do teor de umidade da Arbequina e Grappolo 541, uma vez que as duas
cultivares foram submetidas aos mesmos fatores ambientais, como indice
pluviométrico, tipo de solo, temperatura, além de estarem em grau semelhante de
amadurecimento (MAILER, AYTON e CONLAN, 2007; TALHAOUI et al., 2015b).

Tabela 8. Teores de umidade (g/100 g) durante o desenvolvimento de azeitonas
Arbequina e Grappolo 541 cultivadas em Maria da Fe, MG

Tempo Teor de umidade (g/100 g)

(dias apos antese) Arbequina Grappolo 541
86 71,29 £ 0,91 x,a 71,19 £ 0,90 x,a
106 69,40 + 0,46 y,ab 71,74 + 1,49 x,a
124 68,84 + 0,88 y,b 70,71 + 1,04 x,a
141 67,31 + 0,81 x,bc 67,54 + 1,39 x,b
162 65,95+ 0,56 y,c 67,48 + 0,35 x,b
177 65,88 + 0,28 x,c 65,79 £ 0,72 x,b

Médias (z desvio padrdo) seguidas de letras iguais (a, b, c, d, €) nas colunas, e de letras iguais (X, y) nas
linhas ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 9. Equacfes das retas e coeficientes de regressédo linear do teor de umidade
durante o desenvolvimento de azeitonas Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em
Maria da Fé, MG

Coeficiente de

Azeitona Equacéao da reta
regressao linear (R?)
Arbequina y =-0,0611x + 76,216 0,9686
Grappolo 541 y =-0,0665x + 77,891 0,8636

Por ter havido diferenca significativa no teor de umidade de ambas as cultivares
durante o desenvolvimento, os resultados de lipideos totais e fendlicos totais foram

apresentados em base seca.
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2.2. Teores de lipideos

Os teores de lipideos de ambas as cultivares estudadas aumentaram
significativamente ao longo do tempo (Tabela 10), o que era esperado, uma vez que 0
teor desses compostos aumenta a medida que o fruto de azeitona se desenvolve e
amadurece (SANCHEZ, 1994; ISSAQUI et al., 2008; RAMALHEIRO, 2009; TALHAOUI
et al., 2015b). Ainda, de acordo com Sanchez (1994) e Conde, Delrot e Gerés (2008), o
maior acumulo de 6leo no mesocarpo do fruto da azeitona ocorre no periodo de 90 a
150 dias apOs antese, 0 que estd coerente com o comportamento das azeitonas
estudadas no presente trabalho.

Tabela 10. Teores de lipideos (g/100 g) em base seca durante o desenvolvimento de
azeitonas Arbequina e Grappolo 541 cultivadas em Maria da Fé, MG

Tempo Teores de lipideos (g/100 g)

(dias apos antese) Arbequina Grappolo 541
86 10,39 £ 2,87 x,e 10,25 + 2,31 x,e
106 20,43 +£0,85y,d 25,47 £ 6,59 x,d
124 33,07 £ 0,86 x,c 35,61 + 3,08 x,c
141 37,00 + 1,26 x,c 41,41 + 3,46 x,bc
162 47,56 + 3,30 x,b 47,51 + 1,53 x,ab
177 57,28 + 3,16 x,a 48,91 +0,81ly,a

Médias (+ desvio padrdo) seguidas de letras iguais (a, b, c, d, €) nas colunas, e de letras iguais (X, y) nas
linhas ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No ultimo tempo de coleta (177 dias apds a antese), que corresponde a coleta
posterior ao periodo de maior acumulo de 6leo no mesocarpo, a cultivar Arbequina
apresentou maior teor de lipideos totais quando comparada a Grappolo 541. O maior
acumulo de oleo pela cultivar Arbequina era esperado, visto sua aptiddo para producao
de azeites. No entanto, é importante ressaltar que apesar da importancia do teor de
lipideos totais em frutos de azeitonas para definicdo de sua aptiddo e da coleta no
periodo ideal (que apresente maior rendimento em 6leo), € necessario também avaliar
o perfil e teor dos acidos graxos e de compostos fendlicos no fruto em diferentes graus
de amadurecimento, a fim de se obter azeites com maior rendimento, estabilidade
oxidativa e boa qualidade (GOMEZ-GONZALEZ, RUIZ-JIMENEZ e CASTRO, 2011;
MEFTAH, BOUGHDAD e BOUCHELTA, 2014; HBAIEB et al., 2015).

Os lipideos apresentaram forte correlagdo inversa com a umidade, 0 que era

esperado uma vez que o teor de lipideos aumenta e o teor de umidade reduz ao longo
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do desenvolvimento dos frutos, tendéncias também observadas no trabalho de Morelld,
Romero e Motilva (2004). Ainda, os lipideos apresentaram forte correlagdo com RPC e
DT, provavelmente devido a intensa sintese de lipideos na polpa dos frutos no mesmo
periodo em que as células do mesocarpo dos frutos se expandiram mais intensamente
(CONDE, DELROT e GEROS, 2008).

3. AMINOACIDOS LIVRES

Dentre os dezessete (17) amino&cidos livres pesquisados na polpa das azeitonas,
apenas sete (7) foram detectados, incluindo arginina, prolina, tirosina, treonina, alanina
e a soma de &cido aspartico com serina, sendo o limite de deteccdo do método de
1 pmol/pL. Os teores de alanina, treonina e a soma acido aspartico e serina foram
detectados em quantidades tracos e assim permaneceram ao longo de todo o
desenvolvimento das variedades Arbequina e Grappolo 541.

Ja os aminoacidos arginina, prolina e tirosina foram quantificados ao longo do
desenvolvimento das azeitonas. Os teores de prolina, apresentados na Tabela 11, s6
puderam ser avaliados para a variedade Arbequina, devido ao pico cromatografico da
prolina nas amostras da variedade Grappolo 541 ter se unido a outra substancia néo
identificada, o que inviabilizou sua quantificacéo.

O aminoacido prolina foi quantificado nos trés udltimos tempos de coleta nas
amostras da cv. Arbequina, com pequena varia¢ao nos valores (0,42 a 0,51 mg/100 g).
A arginina apresentou valores quantificaveis, em ambas as variedades, apenas nos
dois ultimos tempos de coleta. A tirosina, por sua vez, foi o Unico aminoacido livre
guantificado em todos os tempos de coleta para as duas cultivares. Os teores de
tirosina na cv. Arbequina apresentaram uma tendéncia de reducédo do 86° até o 106°
dia, mantendo valores similares até atingir a maturidade fisiologica (177 dias apés a
antese). Essa tendéncia também foi observada para a cultivar Grappolo 541, no
entanto, com teores deste aminoacido trés vezes maiores que na Arbequina.

Uma vez que a tirosina é substrato para as rea¢des de escurecimento enzimatico
em frutos (Friedman, 1996), uma maior concentracdo deste aminoacido na azeitona
Grappolo 541 pode proporcionar um maior escurecimento do mesmo, caso haja
condi¢cBes adequadas para a reacdo. Ainda, sabe-se que a tirosina participa da via
biossintética de metabdlitos secundarios presentes no fruto da oliveira, como
oleuropeina e hidroxitirosol (ALAGNA et al., 2012), sendo possivel que alguns dos

polifenois das cultivares em estudo tenham sido provenientes deste aminoacido.
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Tabela 11. Teores de aminoacidos livres avaliados durante o desenvolvimento de
azeitonas Arbequina e Grappolo 541 cultivadas em Maria da Fé, MG

Dia}s Aminoacidos livres (mg/100 g bu)
apos Arginina Tirosina Prolina
antese Arbequina  Grappolo 541  Arbequina  Grappolo 541  Arbequina
86 nd nd 4,91 7,26 nd
106 nd nd 2,18 3,87 nd
124 nd nd 2,33 5,84 nd
141 nd nd 2,03 5,3 0,42
162 0,60 0,95 2,15 6,14 0,48
177 0,94 0,80 2,53 5,47 0,51

b.u.: base Umida; nd: ndo detectado

Arginina apresentou correlagdo moderada com didmetro transversal e com a
massa média e forte correlacdo com RPC dos frutos de azeitona, o que sugere que o
crescimento dos frutos estudados pode ter sido influenciado por esse aminoacido. A
arginina também apresentou muito forte correlagdo com prolina. E possivel que essa
correlacdo tenha ocorrido devido a ambas participarem de uma mesma via
biossintética, na qual o glutamato € um dos produtos obtidos, conforme relatado por
Alcazar et al. (2010).

A prolina, investigada apenas na cv. Arbequina, apresentou correlagcdo muito
forte com o DT, DL, massa, e forte correlacdo com RPC. Tais correla¢cfes indicam que
este aminoacido pode ter influenciado fortemente no crescimento do fruto da cultivar

Arbequina.

4. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os teores de compostos fendlicos totais na cultivar Grappolo 541 foram
superiores ao da cv. Arbequina em todos os tempos avaliados, com uma diferenca
aproximadamente trés vezes maior, no ultimo tempo avaliado (Figura 12). Resultados
de Talhaoui et al. (2015b) também reportaram diferencas significativas nos teores de
compostos fendlicos em diferentes cultivares de azeitona. Além disso, Meftah,
Boughdad e Bouchelta (2014) afirmam que a cv. Arbequina possui baixos teores de

compostos fendlicos, o que confirma os resultados obtidos no presente trabalho.
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Figura 12. Teores de compostos fendlicos totais (g EAG/100g) em base seca durante o
desenvolvimento (86, 106, 124, 141, 162 e 177 dias apdés antese) de azeitonas

Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em Maria da Feé, MG. Médias de cada cultivar
seguidas com letras iguais (a, b, ¢, d, €) ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e as
barras representam o desvio padrdo das médias.

A variedade de azeitona, que esta relacionada a fatores genéticos, a posicdo na
arvore, disponibilidade de agua, temperatura, praticas agricolas, entre outros, séo
fatores que influenciam no teor de compostos fendlicos em frutos (MORELLO,
ROMERO e MOTILVA, 2004; TALHAOQUI et al., 2015b). Uma vez que as azeitonas
estudadas no presente trabalho foram cultivadas em uma mesma regido, sob
condicBes climaticas e praticas agricolas semelhantes, € provavel que a diferenca
encontrada no teor de fendlicos tenha sido predominantemente devido a fatores
genéticos de cada cultivar.

Teores mais elevados de compostos fendlicos podem interferir na resisténcia a
pragas durante o cultivo, na estabilidade oxidativa e caracteristicas sensoriais dos
produtos de azeitonas (MORELLO, ROMERO e MOTILVA, 2004; BALASUNDRAM,
SUNDRAM e SAMMAN, 2006; CONDE, DELROT e GEROS, 2008; HBAIEB et al.,
2015). Dessa forma é importante quantificar os polifenois totais de cada cultivar de
azeitonas.

Uma reducdo significativa nos teores dos compostos fendlicos ao longo do
desenvolvimento também foi observada para ambas cultivares estudadas. Tal

decréscimo ocorre devido a provavel degradacdo dos polifenois em decorréncia do
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aumento da atividade de enzimas hidroliticas no fruto nesse periodo (MORELLO,
ROMERO E MOTILVA, 2004; ARTAJO, ROMERO e MOTILVA, 2006; CARDOSO,
2006; DAMAK et al. 2008; CHAROENPRASERT e MITCHELL, 2012). A reducao dos
compostos fendlicos, principalmente da oleuropeina, durante o desenvolvimento do
fruto da oliveira é importante para a aceitacdo das azeitonas de mesa, uma vez que em
altas concentracdes, esses compostos sdo responsaveis por conferir intenso amargor
ao fruto (BARBARO et al., 2014; I00C, 2016).

Ainda, os teores de compostos fendlicos totais reduziram 66,5% para a cv.
Grappolo 541 e 80% para a cv. Arbequina ao longo do periodo avaliado. Essas
porcentagens de perda foram maiores que as descritas por Conde, Delrot e Gerés,
2008, que relataram perdas de até 50% apenas.

Os compostos fendlicos apresentaram uma moderada correlagdo com a tirosina.
Essa correlacao pode estar relacionada a participacdo deste aminoacido na biossintese
de alguns de compostos fendlicos presentes em azeitonas (ALAGNA et al. 2012), como
ja descrito anteriormente.

Os compostos fendlicos também apresentaram uma forte correlacdo com a
umidade. Tal correlacdo era esperada, uma vez que tanto a umidade quanto o teor de

fendlicos dos frutos reduziram com o tempo.

5. AMINAS BIOATIVAS

5.1. Otimizacdo de método de extracdo de aminas bioativas nas azeitonas

Os resultados da eficiéncia dos acidos tricloroacético (TCA 5%) e cloridrico (HCI
0,1 mol/L), utilizados na extracdo de aminas bioativas de azeitonas, estdo descritos na
Tabela 12. O percentual médio de recuperacéo para o TCA foi de 91,7% (faixa de 69,4
a 100,8%), enquanto para o HCI foi de 81,8% (faixa de 38,5 a 97,1%). Nao foi
observada diferenca significativa para a maioria das aminas, com excecao da tiramina,
serotonina e triptamina, para as quais o TCA apresentou maiores percentuais de
recuperacao.

Semelhantes resultados foram encontrados por Hornero-Méndez e Garrido-
Fernandez (1994), que observaram que o TCA 5% p/v apresentou melhor desempenho
como solvente extrator de aminas (putrescina, espermidina, cadaverina, histamina,
tiramina, feniletilamina e triptamina) para azeitonas de mesa, em comparagdo ao

metanol. O solvente extrator adequado para quantificagdo de aminas € dependente da
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matriz e deve sempre ser avaliado, visto que outros estudos com frutas e queijo
obtiveram melhores resultados na recuperacdo da maioria das aminas utilizando HCI (1
mol/L), quando comparado com outros solventes extratores, dentre eles o TCA 5%
(SANTIAGO-SILVA, 2004; CUSTODIO, TAVARES e GLORIA, 2007; SANTIAGO-
SILVA, LABANCA e GLORIA, 2011).

Tabela 12. Percentuais médios de recuperacdo de aminas bioativas de azeitonas
adicionadas de nove aminas durante extracdo com &acido tricloroacético 5% e acido
cloridrico 1 mol/L.

Aminas Recuperacdo média em % (CV em %)
TCA (5%) HCI (1 mol/L)

Espermidina 93,9% (5,8) 87,1% (2,4)
Agmatina 94,3% (5,1) 88,3%(3,1)
Putrescina 100,8%(9,3) 97,1% (5,1)
Cadaverina 98,3% (5,9) 91,4° (3,1)
Histamina 96,5° (5,6) 90,3% (3,1)
Tiramina 94,4% (5,2) 87,1° (3,0)
Feniletilamina 93,2° (6,8) 85,8° (4,6)
Serotonina 69,4° (5,3) 38,5" (8,5)
Triptamina 84,4° (4,6) 70,2° (6,6)
Faixa 69,4 — 100,8 38,5-97,1
Media 91,7 81,8

CV: coeficiente de variacéo; TCA: &cido tricloroacético; HCI: &cido cloridrico. *Valores médios (n=3) com
letras diferentes em uma mesma linha s&o significativamente diferentes (teste T, p<0,05).

De acordo com CODEX (2003), os percentuais de recuperacao aceitaveis para as
concentracfes de aminas deveriam estar entre 80 e 110%, e ainda, os coeficientes de
variacdo ndo devem exceder o valor de 15% para terem uma repetibilidade aceitavel.
Levando-se em consideracao a faixa percentual de recuperacdo aceitavel, a extracao
por TCA foi adequada para todas as aminas, exceto para a serotonina, cuja
porcentagem de recuperacdo foi menor que 80%, e.g. 69,4%. Ja a extracao por HCI 1
mol/L n&o foi eficiente tanto para a triptamina como para serotonina. Com relacdo ao
coeficiente de variacao, € possivel afirmar que a extracdo tanto por TCA 5% quanto por
HCL 1 mol/L sdo adequadas para todas as aminas analisadas. Assim, a extracdo de
aminas de azeitonas foi feita utilizando-se TCA 5%, que se apresentou como melhor

solvente extrator.
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5.2. Teores de aminas bioativas por CLAE par ibnico

Os resultados obtidos para a analise de aminas bioativas por CLAE par ibnico
indicaram quantidades tragos de aminas bioativas nas amostras coletadas durante o
desenvolvimento de azeitonas das cultivares Arbequina e Grappolo 541 nos niveis
detectaveis pela técnica. Para confirmacdo desse resultado, realizou-se a extracao das
amostras de azeitonas de maneira a se concentrar 0s extratos, e 0s mesmos foram
submetidos a andlise por UPLC, o qual apresenta as vantagens de também detectar
amino@cidos livres e apresentar um menor limite de deteccéo. A analise simultanea de
aminas e aminoacidos é relevante, pois permite verificar a existéncia de aminoacidos

precursores das aminas.

5.3. Teores de aminas bioativas por UPLC

Dentre as 10 aminas pesquisadas, foram detectadas nas azeitonas, apenas as
aminas histamina, agmatina e feniletlamina. A a isian a de ocorréncia para cada
cultivar de azeitona, calculada em funcéo da ocorréncia da amina quantificada nos seis

tempos de coleta, esta indicada na Figura 13.

16,7
Feniletilamina

16,7

O Grappolo
33,3 541
Agmatina W Arbequina
100
Histamina
0 20 40 60 80 100

Frequénciade ocorréncia (%)

Figura 13. Frequéncia de ocorréncia de aminas bioativas em azeitonas das cultivares
Arbequina e Grappolo 541 durante o desenvolvimento (86, 106, 124, 141, 162 e 177
dias apds antese).
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A histamina foi a amina mais prevalente, encontrada em todas as amostras
durante o periodo analisado, para ambas as cultivares. Esta amina também foi
encontrada em casca e polpa de péssegos, que séo drupas, assim como as azeitonas
(SANTIAGO-SILVA, 2004) e em estudo com tomate (MORET et al., 2005). A presenca
de histamina em frutos pode estar relacionada a acdo protetora contra insetos e
predadores, conforme relatado em outros estudos (SANTIAGO-SILVA, 2004;
BANDEIRA, EVANGELISTA e GLORIA, 2012; PAIVA et al., 2015).

A feniletilamina foi a segunda amina mais prevalente na cultivar Arbequina,
estando presente em cerca de 17% das amostras avaliadas no presente estudo. Para a
cultivar Grappolo 541, a feniletilamina, apesar de estar presente também em cerca de
17% das amostras, foi a terceira amina mais prevalente, seguida da agmatina, que
aparece em 33,3% das amostras avaliadas da Grappolo 541.

A presenca de feniletlamina em vegetais também pode estar relacionada a
protecdo contra ataque de predadores ou como precursora de compostos
biologicamente importantes (hormonios vegetais e alcaldides, por exemplo) (SMITH,
1977; PAIVA et al., 2015).

A presenca das poliaminas espermina e, principalmente, espermidina era
esperada, devido ao fato de terem relevante funcdo em células vivas e ja terem sido
detectadas em diversos frutos (SANTIAGO-SILVA, 2004; GLORIA, 2005; AGUDELO-
ROMERO et al., 2013; KALAC, 2014). A auséncia de poliaminas livres nos frutos de
azeitonas durante o periodo avaliado indica que estas podem estar presentes
predominantemente na fase mais precoce do desenvolvimento do fruto de azeitona, em
gue ocorre intensa divisdo celular. Esta suposicdo € corroborada pelo estudo de
Gomez-Jimenez et al. (2010%), no qual o mais alto teor de poliaminas livres, avaliado no
periodo de 7 dias anteriores a abertura floral até 28 dias apds a antese, ocorreu na
prépria antese, em azeitonas da cv. Arbequina. Outra hipotese é que as poliaminas
possam estar presentes em maior concentracdo na forma conjugada nas fases
posteriores do desenvolvimento dos frutos de oliveira, como foi relatado por estudo de
Gomez-Jimenez et al. (2010b).

Os teores encontrados para cada amina bioativa nas azeitonas estdo demonstrados

na Figura 14.
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Figura 14. Teores de aminas bioativas em azeitonas das cultivares Arbequina (A) e
Grappolo 541 (B) durante o desenvolvimento de 86 a 177 dias apés antese.

A histamina para a cultivar Arbequina apresentou uma tendéncia de reducéo dos
teores do primeiro para o segundo tempo avaliados, com niveis praticamente
constantes até o Ultimo tempo avaliado. Em relacdo a cultivar a cultivar Grappolo 541
permaneceu praticamente constante nos trés primeiros tempos de coleta, com
tendéncia de aumento do terceiro para o quarto tempo, mantendo praticamente

constante posteriormente.
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A feniletilamina foi encontrada em teores acima do limite de detecgéo apenas no
primeiro tempo de coleta tanto para Arbequina quanto para Grappolo 541, com valores
similares para ambas as cultivares: 0,46 e 0,50 mg/100 g, respectivamente.

A agmatina foi detectada apenas na cv. Grappolo 541, nos tempos de 86, 124,
162 e 177 dias apés a antese. Esta amina apresentou uma correlacdo moderada com
o diametro longitudinal das azeitonas, 0 que sugere que a mesma pode ter participado
do crescimento e proliferacdo celular dos frutos, conforme ja relatado por Naila et al.
(2010).

6. CORRELACAO ENTRE OS PARAMETROS ANALISADOS

A histamina apresentou moderada e forte correlacdes com os diametros
transversal e longitudinal, respectivamente, e ainda uma forte correlagdo com a massa
média dos frutos. Tal resultado sugere que a histamina pode ter influenciado nos
processos de crescimento celular, interferindo, portanto no tamanho final e massa dos
frutos. A influéncia de poliaminas no tamanho final dos frutos de azeitonas foi reportada
por Gomez-Jimenez et al., (2010%), sendo a influéncia da histamina e de outras aminas
biogénicas no crescimento e tamanho de frutos de azeitonas ainda néo investigada na
literatura cientifica até o momento. Estudos a respeito dos teores de poliaminas
conjugadas devem ser feitos em frutos de oliveira, uma vez que sua forma conjugada
pode ser predominante em relacdo a sua forma livre, em determinadas fases de
desenvolvimento desse fruto.

A histamina e agmatina foram correlacionadas fortemente com a tirosina. Como
descrito anteriormente, sabe-se que o aminoacido tirosina participa da via biossintética
dos principais metabdlitos secundarios presentes no fruto da oliveira, no entanto nao foi
encontrada informacéo sobre os papéis especificos dessas aminas no metabolismo em

azeitonas, o que leva a necessidade mais estudos nesse sentido.
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CONCLUSOES

As cultivares estudadas, nas condicdes do presente trabalho, apresentaram
diferencas significativas em relacdo a razdo polpa/caroco, ao teor de lipideos totais e
ao teor de fendlicos totais no ultimo tempo de coleta (177 dias apds a antese), sendo a
cv. Grappolo 541 a mais apropriada para producdo de azeitona de mesa e a cv.
Arbequina a de melhor aptidao para producao de azeite de oliva.

A tirosina, aminoacido livre prevalente para ambas as cultivares, apresentou uma
tendéncia de reducdo no periodo avaliado e uma correlacdo moderada com o0s
compostos fendlicos, o que pode ser devido a sua participacdo na via de biossintese
dos polifenéis. A arginina e prolina apresentaram forte correlagcdo entre si,
possivelmente devido a participagcdo de ambas em uma mesma rota metabdlica, que
passa pela biossintese de glutamato.

Dentre as diversas aminas bioativas investigadas, apenas histamina,
feniletilamina e agmatina foram encontradas nos frutos de oliveira, sendo estes dados
os primeiros relatados no meio cientifico. A histamina, amina mais prevalente, pode
estar relacionada a protecdo dos frutos, assim como a feniletilamina. A histamina e
agmatina apresentaram forte correlacdo com tirosina. Sugere-se que mais estudos
sejam desenvolvidos para se compreender melhor a participacao e funcdo das aminas

biogénicas nos frutos da oliveira.
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APENDICE

Tabela. Correlagdes entre os parametros avaliados das cultivares Arbequina e Grappolo 541, cultivadas em Maria da Fé€, MG

MM DL DT RPC UMID LIP FT ARG PRO TIR HIM AGM  FEM
MM 1
0,96°
DL p < 0,0001 1
0,97° 0,93
DT p<0,0001 p<0,0001 1
0,89° 0,77° 0,92°
RPC p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 1
-0,43* -024* -054* -0,71°
UMID p=0,0095 p=0,1665 p=0,0007 p<0,0001 1
LIP 0,62° 0,49° 0,75% 0,812 -0,82° 1
p<0,0001 p=0,0023 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
T 0,04% 0,26° -0,05° -0,32° 0,74% - 0,56° 1
p=0,8101 p=0,1237 p=0,7836 p=0,0551 p<0,0001 p=0,0004
ARG 0,59° 0,45° 0,65° 077° -0,78" 0,82° -0,57" 1
p=0,0413 p=0,1428 p=0,0224 p=0,0034 p=0,0026 p=0,0012 p-=0,0552
PRO 0,94° 0,94° 0,94° 082" -0,82° 0,94° -0,82°  0,90° 1
p=0,0051 p=0,0051 p=0,0051 p=0,0458 p=0,0458 p =0,0051 p=0,0458 p=0,0151
b
TR 0,45% 0,58 0,33 0,27 042°  -026° 060 015 921 1
P=01405 p=00497 p=03007 p=04025 p=01774 p=04178 p=00404 p=06516 28‘60
- a
HIM 0,74% 0,78 0,63° 0,53 0,13° 0,112 0,46° 015> o030 084 1
p=0,0061 p=00025 p=00287 p=00734 p=06892 p=0,7404 p=0,1349 p=0,6329 p= 0 80‘06
0,9545 '
b b b
Acm  050° 0,66 0,40° 0,24 002° -42x10°° 032° o31° 0000 0835 062 1
p=0,1017 p=0,0202 p=0,2035 p=04499 p=0,9386 p=09898 p=0,3167 p=0,3318 O’ggggn o,go_og 0’83_38
FEM 043  -029"  -050°  -027°  046°  -065°  -040° -031° 047 041 OIS o5
p=01629 p=0,3601 p=00979 p=03885 p=01302 p=0,0220 p=0,1938 p=0,3317 0.4103 0.1810 06527 P=0.3160

MM = massa média; DL: didmetro longitudinal, DT: didmetro transversal; RPC: relac@o polpa/caroco; UMID: umidade; LIP: lipideos; FT: fendlicos totais; ARG:

arginina; PRO: prolina; TIR: tirosina; HIM: histamina; AGM: agmatina; FEM: feniletilamina; ® correlacio de Pearson; ° correlacio de Spearman.



