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RESUMO

Devido as caracteristicas antioxidantes e extensa validade do azeite de oliva
extravirgem quando comparado com outros 6leos, escolheu-se esse produto para ser
utilizado como diluente de extratos medicinais a base de Cannabis contendo canabidiol
(CBD), tetrahidrocanabinol (THC) e canabigerol (CBG), moléculas que possui agdo
terapéutica em inimeras doencas. Apesar da acdo antioxidante dos compostos fendlicos
no azeite, seus acidos graxos sdo degradados ao longo do tempo, devido a exposicao a
luz, ao calor e ao contato com oxigénio atmosférico, sofrendo reaces de hidrdlise e
oxidagéo, que ocasionam alteragdes no seu sabor, na sua cor e no seu aroma. Por isso esse
trabalho determinou e avaliou os parametros indice de Peréxidos (IP), indice de p-
Anisidina (IPA), indice de Acidez (1A), Capacidade Antioxidante (CA) e Coeficiente de
Extingdo Especifica (EE) em 232 nm e 270 nm em 15 amostras de azeite de oliva, em
TCM e em 6leo de soja. A fim de determinar os parametros que possuem uma diferenca
significativa entre as amostras e verificar a qualidade dos azeites de acordo com a

concordancia com os dados dos rétulos e com os limites exigidos pela ANVISA.

Praticamente todas as amostras apresentaram valores para os parametros dentro
do limite estabelecido pela ANVISA e indicado pela IUPAC (IA <0,8; IP <20,0; EE em
232 nm < 2,5; IPA < 10,0) com excecdo de quatro amostras que apresentaram EE em 270
nm maior do que 0,22. Porém, os valores Totox foram muito acima do indicado na
maioria das amostras, com excec¢édo de duas. A PCA realizada condessou 0s parametros
em PC1 e PC2 e agrupou as amostras de azeite em 3 grupos, onde a amostra Nova Oliva
se destacou das outras, provavelmente, devido a alta CA e aos baixos IPA, IP e IA. A
ANOVA mostrou que a diferenga entre todos os parametros das amostras foi
significativa, j& que todas apresentaram F maior do que F critico (1,8993). O teste Tukey
realizado determinou que as analises do IPA, IP e EE em 270 nm apresentaram menos da
metade dos pares de amostras significativamente diferentes, enquanto que as analises da
CA, IA, e EE em 232 nm apresentaram mais da metade dos pares de amostras
significativamente diferentes. Conclui-se que os parametros indice de acidez e capacidade
antioxidante sdo os mais significantes, sendo necessario apenas determinar esses dois, a
fim de diminuir o nmero de anélises, para avaliar a qualidade de um azeite a ser utilizado

como diluente de extrato medicinal a base de Cannabis.



ABSTRACT

Due to the antioxidant characteristics and long shelf life of extra virgin olive oil when
compared to other oils, this product was chosen to be used as a diluent for medicinal
Cannabis-based extracts containing cannabidiol (CBD), tetrahydrocannabinol (THC) and
cannabigerol (CBG), molecules that have therapeutic action in numerous diseases.
Despite the antioxidant action of the phenolic compounds in olive oil, its fatty acids are
degraded over time due to exposure to light, heat and contact with atmospheric air,
undergoing hydrolysis and oxidation reactions, which cause changes in its flavor, in its
color and its aroma. Therefore, this work determined and evaluated the parameters
Peroxide Index (P1), p-Anisidine Index (PAI), Acidity Index (Al), Antioxidant Capacity
(AC) and Specific Extinction Coefficient (SE) at 232 nm and 270 nm in 15 samples of
olive oil, in TCM and in soybean oil. In order to determine the parameters that have a
significant difference between the samples and verify the quality of the oils according to
the agreement with the labels data and with the limits required by ANVISA.

Almost all the samples presented values for the parameters within the limit
established by ANVISA and indicated by IUPAC (Al <0.8; Pl <20.0; SE at 232 nm <
2.5; PAI < 10.0) with the exception of four samples that showed SE at 270 nm greater
than 0.22. However, the Totox values were much higher than indicated in most samples,
with the exception of two. The PCA carried out condensed the parameters into PC1 and
PC2 and grouped the olive oil samples into 3 groups, where the Nova Oliva sample stood
out from the others, probably, due to the high AC and the low PAI, Pl and Al. The
ANOVA showed that the difference between all parameters of the samples was
significant, since all had an F greater than the critical F (1.8993). The Tukey test
performed determined that the PAI, PI, and SE at 270 nm analysis showed less than half
of the sample pairs significantly different, while the AC, Al, and SE at 232 nm analysis
showed more than half of the sample pairs significantly different. It is concluded that the
parameters acidity index and antioxidant capacity are the most significant, being only
necessary to determine these two, in order to reduce the number of analyses, to evaluate

the quality of an oil to be used as a diluent of a medicinal extract based on of Cannabis
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.0rigem do Azeite de Oliva

O azeite de oliva, liquido amarelo-esverdeado e aromatico amplamente
consumido no mundo inteiro, é extraido da azeitona, o fruto da oliveira (Figura 1). A
oliveira (Olea europaea L.) € uma arvore pertencente a familia Oleaceae e ao género Olea
(ENCICLOPEDIA MUNDIAL DA OLIVEIRA, 1998), que produz melhor na presenca
de algum estresse, tolerando condicdes quentes e secas, desde que se forneca um pouco
de resfriamento e ndo exista umidade durante o florescimento. Consequentemente, essa
arvore foi tradicionalmente direcionada para terras onde poucas espécies sobreviveriam.
Sua origem n&o ¢ realmente conhecida, mas se acredita que comegou na Siria ou na Africa
Subsaariana, e, durante 6000 anos, a plantacdo das azeitonas foi se desenvolvendo junto
com as civilizacGes Mediterraneas. Sendo, por muitos anos, majoritariamente cultivada
para a utilizacdo do seu 6leo como combustivel nas lamparinas e somente mais adiante

assumindo uma grande importancia na alimentacao e na culinaria (VOSSEN, 2007).

Figura 1 - (a) Plantagdo de oliveira (ALVES, 2021); (b) Azeitonas (CARDOSO et al.,
2018).

1.2.Producéo e Consumo

As maiores plantacfes de oliveiras encontram-se na bacia mediterranea, porém
também existem cultivos na Africa do Sul, Tunisia, Califérnia, Australia, Argentina,
Chile e mais recentemente no Brasil. Sdo produzidas em média 3 milhdes de toneladas de
azeite em todo o mundo todos os anos, sendo a Unido Europeia (UE) responsavel por
cerca de 2 milhGes desta producdo. Os principais paises produtores sdo a Espanha (66%
da produgdo da UE), Itdlia (15%), Grécia (13%) e Portugal (5%) (EUROPEAN
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COMISSION, 2022). A UE também é o maior consumidor de azeite, cerca de 1,5 milhdes
de toneladas s&o consumidas todos os anos, €, ainda, & o maior exportador de azeite, cerca
de 570 mil toneladas sdo exportadas por ano, sendo Espanha, Italia e Portugal
responsaveis por 70% dessa exportacdo (Figura 2). Nos primeiros meses da safra de
2021/2022, 118738 toneladas de azeite foram exportadas pelos paises Espanha, Italia,
Tunisia, Portugal e Argentina, quantidade inferior aos 3 anos anteriores, conforme a

Figura 2.

2017/2018 2018/2019 2019/2020 2020/2021 2021/2022 %Share %Variation rates
SPAIN 34364 45568 51975 41442 44523 375 174
ITALY 30042 32775 25741 32227 25792 21.7 +-20
TUNISIA 3674 13025 12973 33424 17388 14.6 ¥-48
PORTUGAL 8530 11975 14082 18962 13134 111 +-30.7
ARGENTINA 6980 4236 5248 6668 5899 5.0 +-115
Others 12255 16541 11027 13143 12003 10.1 +-87
Total 95845 124120 121045 145866 118738 100 ¥-18.6

Figura 2 - Exportacdo de azeite em toneladas nos primeiros meses da safra
(INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL, 2022)

O azeite de oliva estd presente na alimentacdo da populacdo brasileira
principalmente por conta da influéncia da cultura portuguesa. Porém, seu consumo €
limitado, ocorrendo 50% das vendas anuais desse produto na Pascoa e no Natal. O maior
consumo de azeite € nas regides sul e sudeste devido ao maior poder aquisitivo e a
presenca de descendentes de imigrantes europeus (italianos, espanhois e alemaes). Por
outro lado, na regido nordeste esse consumo é baixo por conta da menor renda e da

utilizacdo de outros 6leos como 6leo de coco e azeite de dendé (COUTINHO et al., 2009).

Segundo o Conselho Oleicola Internacional (OIC), o Brasil € o segundo maior
importador de azeite de oliva no mundo, ficando atrds apenas dos Estados Unidos. Em
2021, importou mais de 100 milhGes de litros desse produto, representando quase 100%
do consumo nacional. A producdo de azeite no Brasil é relativamente recente, porém vem
crescendo bastante no decorrer dos ultimos anos. Os cultivares (variedades cultivadas de
uma espécie vegetal) de oliveiras das variedades Arbequina, Arbosana, Ascollana,
Frantoio, Grapollo, Koroneiki, Manzanilla e Picual sdo encontradas em Santa Catarina,
Sé&o Paulo e, principalmente, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, os dois estados com a

producdo mais significativa no pais (MELLO, et al., 2012).
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Aproximadamente, 30% da producao de azeite do pais vem de Minas Gerais. Em

2012, cerca de 300 mil oliveiras estavam plantadas na regido da Serra da Mantiqueira.
Onde 50% dessa quantidade correspondia a cultivar Arberquina (OLIVEIRA da SILVA

et al., 2012). No Rio Grande do Sul, estado que € responsavel por a maior parte da

producdo nacional de azeite, o volume de 6leo produzido a partir das oliveiras cresceu
773% nos ultimos cinco anos (Figura 3), 58000 litros em 2018, para 448500 em 2022

(JOAO, 2022).
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Figura 3 - Producéo de azeite no Rio Grande do Sul 2010- 2022 (JOAOQ, 2022)

De acordo com a Figura 4, no Gltimo ano, a taxa de importacdo mundial decaiu

18,6%, valor bastante expressivo, sendo que no Brasil esse nimero foi maior ainda,

26,9%. Nos primeiros meses da safra de 2021/2022, o Brasil importou 17021 toneladas

de azeite, quantidade inferior aos 2 anos anteriores (Figura 4). Essa diminuicdo pode estar

relacionada ao consideravel aumento da producéo de azeite no pais nos ultimos anos.

2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/2020 2020/2021 2021/2022 Average

AUSTRALIA 3425

BRAZIL 10176
CANADA 5893
CHINA 5406
JAPAN 7867
RUSSIA 3032
USA 45223
Extra-EU 18265

Total 99287

5660 4867 6640 4692 5770 5561

11900 12637 16660 19262 23269 17021

8161 7372 8519 8373 10778 6736

10777 5989 6521 9277 7503 7832

9265 8983 10700 10079 10871 11013

3239 3390 4559 4922 6174 4858

49110 45977 59225 54617 61665 55117

7832 6629 11296 9824 19836 10601

105946 95845 124120 121045 145866 118738

5231
15846
7976
7615
9825
4311
52991
12041

115835

%Variation Rates
¥-36

¥-26.9

¥-37.5

444

413

$-213

¥-10.6

¥-46.6

¥-186

Figura 4 - Importacgéo de azeite em toneladas nos primeiros meses da safra

(INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL, 2022)
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1.3.Tipos de Azeite

Existe uma variedade de cultivares de oliveira sendo as mais comuns: Picual,
Coratina, Koroneiki, Arbequina, Frantoio e Leccino. Da azeitona, obtém-se tanto o azeite
de oliva como o 6leo de bagaco de oliva, que sdo classificados em grupos de acordo com
a matéria prima e o processo de obtencdo pela RDC n° 270 de 2005 e a Instrugédo
Normativa do MAPA de 2012.

e Azeite de oliva virgem: € o produto extraido do fruto da oliveira (Olea europaea
L.), somente por processos mecanicos, em condicdes térmicas, com controle de
temperatura, ideal entre 23 e 27 °C, que ndo produzam alteracdo do azeite, e que
ndo tenha sido submetido a outros tratamentos além da lavagem, decantacdo,
centrifugacéo e filtracdo. O azeite de oliva virgem é classificado em trés tipos de
acordo com alguns parametros de qualidade como acidez livre, indice de
perdxidos e extin¢do especifica no ultravioleta. Os tipos sdo azeite de oliva extra
virgem (indice de acidez < 0,80%), azeite de oliva virgem (indice de acidez <
2,00%) e azeite lampante (indice de acidez > 2,00%)

e Azeite de oliva: constituido pela mistura de azeite de oliva virgem ou extra virgem
com azeite de oliva refinado.

e Azeite de oliva refinado: proveniente de azeite de oliva virgem, que possui acidez
elevada ou apresenta caracteristicas sensoriais indesejadas devido a problemas
climaticos ou de processo. Esse azeite passa por técnicas de refino, como extracdo
e filtracdo, que ndo modificam sua estrutura quimica, mas corrijam os parametros
ndo atendidos.

e Oleo de bagaco de oliva refinado: é o produto obtido pelo tratamento do bagaco
de frutos da oliveira (Olea europaea L.), com solventes ou outros tipos de
tratamentos fisicos, por meio de técnica de refino que ndo modifique a estrutura
quimica inicial.

e Oleo de bagaco de oliva: constituido pela mistura de azeite de oliva virgem ou
extra virgem com 6leo de bagaco de oliva refinado.

1.4.Processo de Producéo do Azeite de Oliva Extra Virgem

O processo de producéo do azeite de oliva extravirgem consiste de uma série de

etapas. Inicialmente, as azeitonas sdo coletadas manualmente ou de forma mecanizada,
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geralmente, no final do verdo e inicio do outono. Apés recolhidos os frutos, sdo
imediatamente levados para as folhas os detritos serem separados e as azeitonas lavadas
e pesadas (Figura 5a). Em seguida, elas sdo trituradas (Figura 5a), formando uma pasta
que passa para a batedora, onde permanece por até 60 minutos a uma temperatura que
ndo pode passar de 27 °C por conta da fermentacdo do fruto, dando origem ao termo
extracdo a frio. Depois, o0 azeite é centrifugado (Figura 5b), separando a &gua e outras
impurezas, e filtrado para retirar as impurezas restantes. Por fim, o azeite é armazenado
em tanques para decantar por até 20 dias (Figura 5c), permitindo que os dejetos solidos
se mantenham no fundo do tanque, sendo, em seguida, envasado e etiquetado (Figura 5d),

estando pronto para a comercializagdo (CHAGAS, 2021).

Figura 5 - Etapas do Processo de Producéo do azeite. (a) Lavagem e Trituracgdo; (b)
Centrifugacdo; (c) Decantacéo; (d) Envase e Etiquetacdo (CHAGAS, 2021)

1.5.Composicdo do Azeite de Oliva

O azeite possui uma grande quantidade de acidos graxos e de antioxidantes
naturais. Sua composicdo se divide em fracdo saponificavel (98-99%), formada por
acidos graxos livres, triglicerideos, diglicerideos e monoglicerideos, e em fracdo néo
saponificavel (1-2%) formada por compostos volateis, pigmentos, polifendis, tocoferois,
esterois, vitaminas e clorofila (BALLUS et al., 2014). A seguir sera apresentada uma

breve revisdo de alguns compostos presentes no azeite.
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1.5.1. Compostos Fenolicos
O azeite possui uma variedade de compostos fendlicos, como oleuropeina,
oleocantal, hidroxitirosol, tirosol, apigenina, luteolina e &cido siringico (Figura 6). Essas
moléculas estdo presentes nas folhas e nos frutos da oliveira, agindo como protetores

dessas plantas em situaces de estresse como a falta de agua e pragas (ENCICLOPEDIA
MUNDIAL DA OLIVEIRA, 1998).

OH J;H L' HOT (
V 0. (0]
-0 SN
o o(:) l PR \] [
P > e o . \ HO” w/ \J/ [ .

OH

Figura 6 — Compostos fendlicos presentes no azeite. (a) Apigenina; (b) Luteolina; (c)

Hidroxitirosol; (d) Tirosol; (e) Acido Siringico; (f) Oleocantal; (g) Oleuropeina

Esses compostos possuem atividade antioxidante devido a presenca de atomos de
hidrogénio disponiveis para doacdo (hidrogénios fendlicos), atrasando a reacdo de
oxidacdo dos &cidos graxos do azeite, ao inibir a formacdo de radicais livres ou
interromper a propagacao deles (Figura 7), ja que os radicais desses compostos fendlicos
sdo mais estaveis devido a ressonancia do anel aromatico.

R,
R R, o)
" R\/\/\/\/\)J\ —_—
_H : OH
Ry Q) ~_ 7

Ry Hidrogénio fenolico

R,
R; R, 0
. i RMOH
Ry 0

R; Ressonancia no
anel aromatico

Figura 7 - Composto Fenolico impedindo a oxidacdo do acido graxo
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A presenca dos polifendis, que depende do cultivar da oliveira e de fatores
agronémicos e climaticos durante a produgdo do azeite, contribui nas caracteristicas
sensoriais deste produto, como sabor amargo caracteristico da oleuropeina ou a sensacao
de queimacdo no fundo da garganta devido ao oleocantal. A esses compostos fendlicos
sdo atribuidos varios beneficios a satde, como prevencdo de doenga cardiaca coronaria,
cancer, inflamacéo cronica, doencas, cronicas, derrames e outras doengas degenerativas
(FUENTES et al, 2018).

1.5.2. Acidos Graxos
Os &cidos graxos também conhecidos como acidos carboxilicos de cadeia longa,
compdem os mono, di e triglicerideos, que sdo os principais componentes dos dleos e
gorduras (FONSECA, GUTIERRA, 1974). O azeite de oliva é formado em sua maioria
por &cidos graxos monoinsaturados, principalmente o acido oleico que corresponde a 55,0
- 83,0% (Tabela 1). Esse acido faz parte da familia dos dmegas 9, com a primeira dupla

ligacdo a partir da extremidade oposta a carboxila no carbono 9, conforme se observa na

Figura 8.

Acidograxo  Nomenclatura 9/100 g
C 14:0 Miristico <0,05
C 16:0 Palmitico 7,5-20,0
C16:1 Palmitoleico 0,3-35
C17.0 Margarico <0,3
Cc1lr:1 Heptadecenoico <0,6
C 18:0 Estearico 0,5-5,0
C18:1 Oleico 55,0 - 83,0
Cc18:2 Linoleico 3,5-21,0
C18:3 Linolénico <0,9
C 20:0 Araquidico <0,6
C20:1 Eicosanoico <04
C 22:0 Behénico <0,2
C24:.0 Lignocérico <0,2

Tabela 1 - Composicéo de acidos graxos no azeite de oliva (adaptado de AUED-
PIMENTEL, S. et al., 2002)
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Figura 8 - Indicacdo da dupla ligagdo do acido oleico, parte da familia dos dmegas 9

No azeite, 0s principais &cidos graxos sdo os saturados (acido palmitico e &cido
estearico), os monoinsaturados apresentam uma ligacdo dupla (&cido palmitoleico e &cido
oleico) e os poli-insaturados com duas ou mais liga¢fes duplas (acido linoleico - 6mega

6 e acido linolélico - 6mega 3) (Figura 9).

Figura 9 - Principais acidos graxos no azeite de oliva (a) acido palmitico; (b) acido

palmitoleico; (c) acido estearico; (d) acido oleico; (e) acido linoleico; (f) &cido linolénico

1.6.Degradacéao do Azeite

O azeite é degradado ao longo do tempo, devido a exposicéo a luz, ao calor, ao
contato com gas oxigénio atmosférico, sofrendo reacdes de hidrolise e degradagéo
oxidativa, como fotoxidacéo e autoxidacdao, dos acidos graxos, ocasionando alteracdes no
seu sabor, na sua cor e no seu aroma. Para retardar esses processos, a embalagem do azeite
deve ser de vidro escuro, um material mais inerte que minimiza a passagem de luz

ultravioleta, catalisadora de reacdes de oxidagdo. Enquanto que a embalagem de plastico
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ndo evita a passagem de luz e pode liberar substancias prejudiciais, logo, ndo é adequada
para o armazenamento deste 6leo (RODRIGUES, 2016). Além disso, o produto deve ser
armazenado em local fresco e sem incidéncia de luz direta, pois temperaturas mais altas
e raios ultravioletas podem acelerar esses processos (FELLOWS, 2006). Outro fator que
precisa ser observado é o tamanho da embalagem, pois caso o consumo do produto seja
lento, a quantidade de oxigénio no frasco ird aumentar e oxidar mais rapidamente o azeite.
Assim, é melhor optar por embalagens menores que terdo menos espaco ocupado pelo ar
e serdo consumidas mais rapidamente. As principais rea¢fes que promovem a degradacéo

do azeite devido as influéncias externas serdo apresentadas a seguir.

1.6.1. Rancidez Hidrolitica
A rancidez hidrolitica é um processo onde ocorre a hidrdlise da ligacdo éster dos
triglicerideos (RODRIGUES, 2016) catalisado pelo calor (Figura 10). Essa reacdo gera
acidos graxos livres alterando as caracteristicas sensoriais do azeite como a cor e 0 aroma
(FREIRE et al., 2013; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2014). Quanto maior a
quantidade de acidos graxos livres maior serd o indice de acidez do produto, indicando

que o processo de deterioracdo esta acelerado.

O

CHZ—O/ O "R, CH,—OH HO™ O "R,

’ /]\ Hidrodlise

HC——0" 0 R, 7> HC—OH + HO” O 'R,

PN

CHz—O R3 CHz—OH HO R3

o

Triglicerideo Glicerol Acidos Graxos

Figura 10 - Esquema da reacéo de hidrdlise de um triglicerideo

1.6.2. Oxidagéo

A oxidacdo refere-se a um conjunto de reacGes que resulta na formagéo de
peréxidos, podendo ocorrer por fotoxidacdo ou auto oxidacdo. O mecanismo de
fotoxidacéo é promovido essencialmente pela radiacdo UV e envolve a participacdo de
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oxigénio como intermediario reativo. A auto oxidacao € um fendmeno bastante complexo,
envolvendo reagdes radicalares capazes de auto propagacao, e que dependem do tipo de
acdo catalitica (temperatura, radicais livres, pH). O fendmeno de oxidacao primeiramente
acontece nos carbonos adjacentes as ligacdes duplas, mas pode ocorrer também no
carbono adjacente ao grupo carboxilico no acido graxo saturado (SILVA, et al, 1999). O
processo comeca com a ativacao desses centros adjacentes as ligacdes duplas ou ao grupo
carboxilico que ocorre fotoquimicamente (com radiacdo ultravioleta), ou utilizando outra
energia ou meios quimicos, essa primeira etapa € denominada Iniciacdo
(ENCICLOPEDIA MUNDIAL DA OLIVEIRA, 1998). Dois radicais diferentes podem
se formar a partir do acido oleico, os quais depois reagem com o oxigénio atmosférico.
Esses radicais peroxidos formados removem um atomo de hidrogénio de duas moléculas
de acidos graxos formando dois novos radicais e dois hidroperéxidos que sdo

relativamente estaveis, etapa chamada de Propagacéo (Figura 11).

(0]

MOH

J hv 0
WOH
| ;
/ OH
|
O
/ OH

Figura 11 - Esquema das reac¢des que resultam na oxidacao de acido graxo

Assim, o nimero de perdxidos vai praticamente duplicando ao longo do tempo,
podendo ser medido pelo indice de perdxidos. Quando todos os &cidos graxos sdo
oxidados este processo se encerra, denominado de etapa da Concluséo (Figura 12). A fase
de iniciacdo é impedida pelos antioxidantes presentes no azeite (compostos fenolicos) que
neutralizam os radicais e também sdo oxidados através da formacdo dos seus perdxidos,
usualmente mais estaveis ja que sdo estabilizados por ressonancia. Eventualmente essa
funcdo antioxidante termina, dando inicio a oxidacdo dos 4&cidos graxos
(ENCICLOPEDIA MUNDIAL DA OLIVEIRA, 1998).
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Figura 12 - Curva tipica de auto oxidagido (ENCICLOPEDIA MUNDIAL DA OLIVEIRA,
1998)

1.7.Parametros de Qualidade do Azeite de Oliva

Para determinar a qualidade do azeite existem algumas analises que identificam

0s produtos primarios e secundarios da oxidacgdo, a acidez e a atividade antioxidante.

Esses métodos sdo Método lodométrico para determinacéo do indice de Perdxidos, indice
de p-Anisidina, Titulacdo Acido-Base para determinacéo do Indice de Acidez, Método
do DPPH e Extingdo Especifica no ultravioleta, respectivamente. Para o azeite ser
comercializado no Brasil, é preciso que os parametros de acidez livre, indice de peroxidos
e extingdo especifica no ultravioleta estejam dentro dos limites exigidos pela ANVISA

(Tabela 2).
Azeite de Oliva Extra | Azeite de Oliva
Virgem Virgem
Acidez Livre (%) <0,8 <2,0
Indice de Peroxidos (mEq/kg) <20,0 <20,0
Extincao especifica no
ultravioleta
270 nm <0,22 <0,25
232 nm <2,50 <2,60
Tabela 2 — Limites de Tolerancia de Parametros de Qualidade do Azeite de Oliva

(adaptado de MAPA, 2012)
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1.7.1. Indice de Peroxidos - Método lodométrico
A iodometria € um método volumétrico indireto, em que excesso de iodeto é
adicionado a uma solucdo contendo um agente oxidante, que reage formando uma
quantidade equivalente de iodo o qual sera titulado com uma solucdo padronizada de
tiossulfato de sodio (SILVA et al., 1999). O método oficial da determinacao do indice de
peroxidos em azeite é o Cd 8b-90 da AOCS (Figura 13).

OOH OH
R\)\/\ +2KI ———> R\)\/\ +1, +K,0
RI Rv
I, +28,05* S,0¢% +2I°

Figura 13 - Oxidacao do iodeto pelo peréxido e reducéo do iodo pelo tiossulfato

Para determinar o ponto final da titulacdo, o indicador utilizado é uma solucéao de
amido 0,7%. Moléculas que apresentam alta massa molar podem sofrer reacdes de
complexacdo, com formacdo de compostos coloridos, como é o caso do amido, um
polissacarideo constituido por dois outros polissacarideos estruturalmente diferentes:
amilose (a-amilose) ¢ amilopectina (f-amilose), que formam complexos de adsor¢do com
o triiodeto (I37). A primeira macromolécula forma um complexo de cor azul intensa,
enguanto a segunda, complexo de cor violeta de forma irreversivel (ANDRADE et al.
2001). Assim, o amido soltvel comercializado para uso como indicador deve consistir
praticamente da amilose, separada da amilopectina. Ao adiciona-lo a solugdo, complexa
com o triiodeto (formado a partir do iodo e do iodeto) formando um composto de
coloracdo azul intensa devido o aprisionamento do triiodeto nas cadeias lineares de
amilose (Figura 14). Ao final da titulacdo todo iodo é consumido pelo tiossulfato e néo
ha mais triiodeto para adsorver no amido, por isso a solucdo fica incolor. E necessario
ajustar o pH na iodometria, pois em meio com alta basicidade o tiossulfato pode ser

oxidado a sulfato (S0,%7).
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Figura 14 - Formacao do triiodeto e do complexo amido-triiodeto

A unidade de medida para o indice de peroxidos, que determina a oxidag&o inicial
de um azeite, é meq 0,/kg (miliequivalente de oxigénio ativo por quilograma), sendo que
para azeite extra virgem o valor deve ser abaixo de 20 meq 0,/kg. Para calcular esse valor

é necessario utilizar a seguinte equacéo (Equagédo 1).

meqO V:[Na,S,03]-1000
I.P ( 1 2) — VINaz5;05] Equacéo 1

kg m
Onde:
V= volume em mililitro gasto na titulacdo
m= massa em gramas da amostra
[Na,S,04] = concentracdo da solucdo de tiossulfato de sédio padronizada

1.7.2. p-Anisidina
A p-anisidina é reagente utilizado para avaliar a presenca de produtos de oxidagao
em 6leos. Essa molécula condensa-se prontamente com aldeidos e cetonas (derivados dos
hidroperdxidos) formando iminas (bases de Schiff) que absorvem no comprimento de 350
nm (Figura 15) (STEELE, R., 2004).

OCH;

NH,

Figura 15 - Esquema de Formacéo de Imina a partir da reacdo da p-anisidina com

aldeidos e cetonas
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O método oficial para a determinacao do indice de p-anisidina é o Cd 18-90 da
AOCS. Esse indice de p-anisidina (IpA) ¢ calculado pela equacéo a seguir (Equacgéo 2) e,
segundo a IUPAC, um bom 6leo deve apresentar IpA menor que 10.

V(1,24p-A
IpA = % Equacéo 2

Onde:

V= volume da solucdo (25 mL)

A, =absorcdo da amostra apds a reacdo com o reagente p-anisidina
A, =absorcdo da amostra sem p-anisidina

M= massa em gramas da amostra

1.7.3. Indice de Acidez Livre — Titulacdo Acido-Base

O grau da acidez de um azeite refere-se a quantidade de acidos graxos livres
presentes nele, estando diretamente relacionado com a rancidez hidrolitica. O método
oficial Ca 5a-40 da AOCS ¢ baseado na determinacao titulométrica do teor dos acidos
graxos livres existentes na amostra. A titulacdo acido-base é um método muito utilizado
para determinar a concentra¢do de uma solucéo acida ou basica (SANTOS et al., 2018).
Como o &cido graxo é um &cido carboxilico é possivel determinar sua quantidade no
azeite a partir dessa titulacdo. Utiliza-se uma solucéo de hidroxido de sodio, previamente
padronizada. O hidroxido de sédio reage com os acidos graxos, neutralizando-o (Figura
16).

O O

/“\ + NaOH —mm> +-/u\ + H,O

OH R Na O R

Figura 16 - Reacao de neutralizacao de &cido graxo

Nessa titulagdo, utiliza-se como indicador uma solugéo alcodlica de fenolftaleina,
molécula que é incolor em pH &cido e possui coloracao rosa em pH maior do que 8 (Figura

17). Assim, quando todo o acido graxo é consumido, qualquer excesso de hidréxido de
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sodio ird modificar a cor da solugédo de incolor a levemente rosa, indicando o ponto final

da titulagéo.
HO HO
0] OH
0) (@)
Forma acida (incolor) Forma alcalina (rosa)

Figura 17 - Diferencas estruturas e de coloracao da fenolftaleina de acordo com o pH do
meio
Para calcular o indice de acidez livre do azeite, utiliza-se a seguinte equacao

(Equacéo 3).

1.A (%) = V[NaOA] 56,1 Equacéo 3

m

Onde:
V= volume em mililitro gasto na titulagdo
m= massa em gramas da amostra

[NaOH] = concentracao da solucdo de hidréxido de sédio padronizada

1.7.4. Capacidade Antioxidante - DPPH
O DPPH ¢ a abreviatura utilizada para o0 composto quimico organico 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil. Essa molécula é caracterizada como um radical livre estavel devido a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda estrutura. E um p6 cristalino de
coloracgéo escura que em solugé@o possui a cor purpura por conta desta deslocalizacdo do

elétron, caracterizada por uma banda de absor¢cdo com o méximo entre 515 e 520 nm.

Devido a sua caracteristica de radical livre, 0 DPPH é utilizado para a realizacdo

de ensaio antioxidante (BARONI et al., 2020). Este ensaio € baseado na capacidade
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antioxidante de uma molécula em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o. Na presenca
de moléculas antioxidantes, como os compostos fendlicos presentes no azeite de oliva,
que possui atomos de hidrogénio disponivel para doacdo (hidrogénio fendlico), ocorre a
transferéncia de um hidrogénio para 0 DPPHe, desfazendo-se a forma radicalar e obtendo-
se a hidrazina, formando o DPPH-H que possui coloracdo amarelo palido (Figura 18).
Essa reacdo pode ser monitorada com um estudo cinético em espectrofotdmetro onde
acompanha-se o decréscimo de absorbancia ao longo do tempo (ALVES et al, 2010).

e

Figura 18 - Reacio entre o radical DPPHe e um antioxidante através da transferéncia de

um atomo de hidrogénio, formando o DPPH-H

A capacidade antioxidante do composto é expressa em porcentagem e €

determinada pela seguinte equacéo (Equacéo 4).

ApppH—Acomposto % 100

Capacidade Antioxidante = Equacéo 4

ApppPH

Onde:
Apppy =absorcdo da solucdo de DPPH

Acomposto =absor¢do da solucao contendo azeite em DPPH

1.7.5. Extincao Especifica no Ultravioleta
A extingdo especifica no ultravioleta € um método utilizado para verificar
adulteracdo do azeite de oliva por outros tipos de gordura, indicando a presenca de 6leos
refinados. Com a utilizacdo de um espectrofotdmetro, determina-se a absor¢do de
radiacdo ultravioleta pelo azeite nos comprimentos de onda 232 nm e 270 nm, sendo o
limite maximo de absor¢do permitido para o azeite de oliva extra virgem de 2,5 e 0,22,
respectivamente. O método oficial para determinacdo dos coeficientes de extingdo

especifica € o Ch 5-91 da AOCS. O coeficiente de extincdo determinado a 232 nm esta
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relacionado com a oxidacdo primaria, por conta da conjugacdo de acidos graxos poli-
insaturados (Figura 19) (COSTA et al., 2018). J& o coeficiente a 270 nm esta relacionado
com os produtos secundarios de oxidacdo, indicando a formacao de aldeidos e cetonas
(PAVIA, et al., 2016). Essa distincdo permite diferenciar os estagios de evolucdo da
oxidacdo (OETTERER et al., 2006).

0,H 0
/\/\/\/\)\/\/\/\)koﬂ

Figura 19 - Conjugacéo do acido linoleico durante a oxidacao

Durante o refino dos 6leos vegetais sdo formados compostos com ligacdes
conjugadas a partir dos acidos graxos insaturados ligados ao glicerol (Figura 19). A
presenca de sistemas dienos conjugados é constatada pelo aumento da absorc¢éo dos 6leos
no espectro ultravioleta a 232 nm (SANTOS et al.,2020). Esse aumento na absorcao pode
indicar que o azeite de oliva foi refinado gerando esses sistemas de ligacdes duplas
conjugadas ou entdo, altos valores podem indicar que o produto foi adulterado com 6leos
ricos em &cido linoleico, ja que o azeite de oliva possui uma baixa porcentagem de acidos
poli-insaturados em comparagdo com outros 6leos como o 6leo de soja, o 6leo de milho

e 0 6leo de girassol (Tabela 3).
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Azeite Oleo Oleode Oleo Oleode  Oleode

de de Girassol de Soja Algoddo Amendoim
Oliva Milho
Acido oleico (%) | 71,10 35,08 27,65 25,30 22,86 41,69
Acido linoleico 6,76 44,40 56,30 50,60 50,16 38,46
(%)
Acido linolénico | 1,36 1,96 2,06 8,20 1,32 1,17
(%)
Total 81,74 81,64 86,10 84,15 75,77 81,32
Insaturados (%0)

Tabela 3 — Composicao dos &cidos graxos insaturados em diferentes 6leos vegetais
(adaptado de FONSECA et al., 1974)

Os coeficientes de extingdo especifica do 6leo em 232 e 270 nm séo calculados

segundo a seguinte equacgéo (Equacéo 5).

__Azzp __Az70 .
K332 = ol K370 = p Equacéo 5

Onde:

K,3,=Coeficiente de extin¢do especifica a A=232 nm
K,-,=Coeficiente de extin¢do especifica a A=270 nm
c= concentracdo do azeite em g/100mL

I= percurso dptico (1 cm)

Alguns trabalhos estudados avaliaram a qualidade de azeites de oliva de diferentes
regides e outros o6leos e gorduras determinando alguns dos cinco parametros
aprofundados acima. Santos et al. (2017) determinaram o indice de acidez em 10 amostras
de 6leo de soja, ja Lima (2012) avaliou indice de acidez, indice de peroxidos e indice de
p-anisidina em 11 amostras de 6leo de baru e 11 amostras de 6leo de amendoim. Mucciolo
et al. (1948) determinaram o indice de peroxidos em 12 amostras de 6leo de algodao, 12
amostras de banha e 12 amostras de manteiga. Rodrigues (2016) determina indice de
acidez e indice de peroxidos em azeite de oliva em embalagem de pléastico cristal e &mbar
com e sem controle de luz, ja Santos et al. (2018) determinaram indice de acidez e
coeficientes de extingdo especificaem 232 nm e 270 nm em 3 amostras de azeite de oliva
produzidas no sul do Brasil. Enquanto, Dabbou et al. (2010) avaliaram a qualidade de 5
azeites de oliva produzidos na Tunisia com diferentes cultivares determinando indice de

acidez, indice de perdxido, indice de p-anisidina, coeficientes de extin¢do especifica em
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232 nm e 270 nm. Minioti e Georgiou (2010) determinaram a capacidade antioxidante de
50 azeite de oliva produzidos na Grécia. Antioniassi et al. (1998) avaliaram a qualidade
de 44 amostras de azeite de oliva e de 6leo composto de soja/oliva através de
determinacéo de indice de acidez, indice de perdxidos e coeficiente de extingdo especifica
em 232 nm e 270 nm. Por fim, Lavelli (2002) determinou capacidade antioxidante, indice
de acidez, indice de peroxidos e coeficiente de extingdo especifica em 232 nm e 270 nm
de 11 amostras de azeites de oliva.

Os cinco parametros aprofundados nesse estudo sdo muito importantes para
verificagdo da qualidade de uma amostra de azeite, ja que, como visto acima, cada um
esta conectado a uma reacdo de degradacdo do 6leo. A partir do momento que o azeite é
produzido todos esses parametros se alteram ao longo do tempo, seja devido ao ar, a
radiacdo, ao calor ou ao tipo de embalagem. Assim, esse trabalho propde determinar e

avaliar esses cinco parametros nas analises de amostras de azeite.

1.8.Extratos medicinais a base de Cannabis

Extratos medicinais a base de Cannabis sativa L. estdo sendo utilizados no
tratamento de varias condi¢cBes patologicas. Diversos compostos formados no
metabolismo secundario da Cannabis séo de interesse farmacoldgico, como o canabidiol
(CBD), o tetrahidrocanabinol (THC) e o canabigerol (CBG) (Figura 20). O THC é um
psicoativo com propriedades euforizantes que apresenta efeito antiemético e analgésico,
enquanto o CBD é um depressor com propriedades anticonvulsivante e ansiolitica
(HONORIO et al, 2006) e possui efeito antipsicotico e anti-inflamatério (HILL, 2015).
Este composto tem sido bastante utilizado em tratamentos para epilepsias (REIS,
PANOEIRO, 2022) na infancia e na adolescéncia que ndo respondem a outras terapias
disponiveis, principalmente a sindrome de Lennox-Gastaut e a sindrome de Dravet.
Estudos tém sido realizados sobre o beneficio desse medicamento em doencas de
Parkinson e Alzheimer, tratamento de cancer, dor cronica e ansiedade, ainda ndo havendo
comprovacdo suficiente para recomendar o uso do canabidiol nessas ocasiOes
(MEISSNER, CASCELLA, 2022). O CBG esta presente em apenas 1% da planta, mas
com um efeito extremamente potente nos receptores que estdo relacionados ao
funcionamento do sistema imunoldgico e dos nervos periféricos. Essa molécula tem efeito

anti-inflamatorio, antitumoral e reduz a pressao intraocular (ABOUTFARMA, 2021).
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HO
Figura 20 - Estrutura do Canabidiol (a), do Tetrahidrocanabinol (b) e do Canabigerol (c)

No Brasil a importacdo de extratos medicinais de Cannabis foi regulamentada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2015 para tratamento de
epilepsias refratarias aos tratamentos convencionais. Um ano depois, incluiu-se na
autorizacdo de importacdo para uso médico pessoal. No ano seguinte, foi registrado no
Brasil o medicamento Mevatyl®, indicado para controle da espasticidade na esclerose
maultipla, constituido por extrato hidroalcodlico de Cannabis sativa L. Em 2022, a
ANVISA permitiu que pessoas fisicas solicitassem uma autorizacéo, valida por dois anos,
para importar produtos derivados de Cannabis.

Segundo os rotulos dos produtos importados de extrato de Cannabis, o veiculo
mais empregado é o TCM (triglicerideos de cadeia média), enquanto na preparacao
artesanal, o 6leo de oliva, de coco, de soja ou de girassol (CARVALHO et al, 2020) sdo
os diluentes mais utilizados. A APEPI (Apoio a Pesquisa e Pacientes de Cannabis
Medicinal) é uma associacédo brasileira, fundada em 2014, de pacientes e familiares que
fazem uso medicinal da Cannabis. Essa associagdo tem como missdo promover 0 acesso
ao uso medicinal de 6leos a base de canabindides, a pesquisa, aos canais informativos e
educacionais com o intuito de desmistificar e conscientizar a sociedade sobre os
beneficios dessa planta. A Associagdo produz extrato medicinal ricoem CBD, CBG, THC
ou balanceado tendo como veiculo de diluicdo o azeite extra virgem. Esses extratos séo

derivados das plantas cultivadas de forma organica, e a extracao € alcoolica.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como foco determinar e avaliar os
parametros de qualidade do azeite de oliva que sera utilizado como diluente de extratos
medicinais a base de canabindides pela APEPI. O azeite de oliva extravirgem foi
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selecionado como diluente devido, as suas caracteristicas antioxidantes, a sua validade e
a seu processo de producdo ndo interferir na estrutura dos &cidos graxos e compostos
fenolicos.

2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como principal objetivo determinar e avaliar os parametros
indice de Peréxidos, indice de p-Anisidina, indice de Acidez, Capacidade Antioxidante
e Extincdo Especifica no Ultravioleta em 15 amostras de azeite de oliva a fim de
determinar os parametros que possuem uma diferenca significativa entre as amostras.
Além de averiguar a qualidade de azeite de oliva a ser utilizado como diluente de
medicamento a base de compostos extraidos da Cannabis. Futuramente, pretende-se
adicionar o6leo essencial de alecrim, que possui propriedade antioxidante, como

conservante natural para aumentar a validade da solucéo.
Para que o objetivo principal seja alcangado, é necessario:

e Otimizar alguns pardmetros do método DPPH

e Verificar se os parametros indice de Perdxidos, indice de Acidez, indice de p-
Anisidina e Coeficientes de Extincdo Especifica das amostras de azeite estdo em
e concordancia com os dados dos rétulos e com os intervalos dos padrdes exigidos
pela ANVISA e sugerido pela IUPAC.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Reagentes

e Tiossulfato de sodio penta-hidratado P.A. (Na,S,05 - 5H,0)
e lodato de potassio P.A. (K105)

e lodeto de potéssio P. A. (K1)

e Amido solavel P.A.

e Cloroférmio P.A. (CHCL5)

e Acido acético glacial P.A. (CH;COOH)

e Acido sulfarico P.A. (H,50,)
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e Agua destilada (H,0)

e Isoctano P.A. (CgH,3)

e p-Anisidina P.A. (C;HyNO)

e Hidroxido de sodio P.A. (NaOH)

e Hidrogenoftalato de potassio P.A. (CgHsKO,)
e Fenolftaleina P.A. (C,oH140,)

e Eteretilico P.A. ((C,Hs),0)

e Etanol P.A. (C,HsOH)

e DPPH P.A. (C;gH;,N50)

e Acetato de etilaP.A. (C,HgO,)

3.2.Materiais

e Cubeta de quartzo 1cm

e Buretas de 25 mL

e Baldes volumétricos de 10, 100 e 250 mL
e Erlenmeyers 125 mL

e Béqueres

e Tubos de ensaio com tampas

e Proveta 50 mL

e Frascos ambar

e Micropipeta

e Conta-gotas

e Espatula

3.3.Equipamentos

e Estufa

e Capela

e Espectrofotbmetro UV-Vis
e Chapa de aquecimento

e Balanca analitica
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3.4.Preparo de Solucbes
Solugao de tiossulfato de sédio 0,01 mol L1

Pesou-se 0,6203 g de tiossulfato de sodio penta-hidratado. Em um baldo

volumétrico de 250 mL, adicionou-se essa massa e agua destilada até atingido o menisco.
Solugao de iodato de potassio 0,005 mol L1

Pesou-se 0,107 g de iodato de potassio seco em estufa. Em um baldo volumétrico

de 100 mL, adicionou-se essa massa e dgua destilada até atingido o menisco.
Soluc¢éo de amido 0,7% m/v

Pesou-se 0,7 g de amido soltvel. Adicionou-se um pouco de agua destilada até
homogeneizar. Adicionou-se a suspensdao 100 mL de &gua quente. Prosseguiu-se 0

aquecimento sob agitacdo até que se obteve uma solucéo clara.
Solucéo de p-anisidina em &cido acético glacial

Pesou-se 0,025 g de p-anisidina, em um bal@o volumétrico de 10 mL, dissolveu-

se e acertou-se 0 menisco com &cido acético glacial.
Solucéo de azeite em isoctano

Pesou-se 1,2 g da amostra em um baldo volumétrico de 10 mL, dissolveu-se e

acertou-se 0 menisco com isoctano.
Solugao de hidroxido de sédio 0,01 mol L1

Pesou-se 0,1 g de hidroxido de sédio. Transferiu-se a para um baldo volumétrico

de 250 mL e preencheu-se com agua destilada até o menisco.
Solucéo de DPPH 9,35 x 1075 mol L~! em acetato de etila

Pesou-se 3,6869 mg de DPPH. Em um baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-
se essa massa e acetato de etila até atingir o menisco. (Solugdo de DPPH valida por 2

semanas).
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3.5.Métodos
3.5.1. Determinac&o de Indice de Perdxido

Padronizag&o da solucéo de tiossulfato 0,01 mol L1

Adicionou-se em um Erlenmeyer de 125 mL, 10 mL da solucdo de iodato de
potassio, 1g de iodeto de potassio e 5 mL de solucdo de acido sulfarico 0,5 M (solucao
formada apresenta cor vinho). Titulou-se imediatamente com a solugéo de tiossulfato de
sodio até que a solucdo ficou levemente amarelada. Adicionou-se 6 gotas da solugdo de
amido (solucéo resultante azul esverdeada com a presenca de sobrenadante). Continuou-

se a titulacdo até que a solucéo ficou incolor.
Determinacéo do indice de perdxidos

Pesou-se 5 g de azeite em um Erlenmeyer de 125 mL. Adicionou-se 15 mL de
uma solucgdo 3:2 de &cido acético glacial/cloroférmio. Adicionou-se 0,5 mL de solugédo
saturada de iodeto de potassio e repousou-a por 1 minuto no escuro (solucdo fica
levemente alaranjada). Imediatamente adicionou-se 15 mL de agua destilada (formacéo
de duas fases). Adicionou-se 6 gotas da solucdo de amido (solucdo resultante azul com
sobrenadante). Titulou-se até que a solucédo superior ficou incolor.

3.5.2. Método da p-Anisidina
Determinacao do indice de p-anisidina
Em um espectrofotdmetro UV, mediu-se a absorbancia da solucdo de azeite em
isoctano em 350 nm. Pipetou-se 5 mL da solugdo da amostra em um tubo de ensaio e 5mL
do solvente (isoctano) em outro tubo. Adicionou-se 1 mL da solugdo de p-anisidina em
cada tubo, agitou-se minimamente até completa homogeneizacao e deixou-se as misturas
reagirem por 10 minutos. ApoOs esse tempo, mediu-se a absorbancia em 350 nm do

primeiro tubo usando o segundo como branco.

3.5.3. Titulagdo Acido-Base

Padronizag&o da solucéo de hidroxido de sodio 0,01 mol L1

Pesou-se 0,02 g de hidrogenoftalato de potassio previamente seco em estufa.
Transferiu-se a massa para um Erlenmeyer e adicione 50 mL de &agua destilada.
Adicionou-se 3 gotas de solucédo alcodlica de fenolftaleina e titulou-se com a solucéo de

hidréxido de sodio até coloragdo levemente rosa.
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Determinacéo do indice de acidez

Pesou-se 5,0 g da amostra de azeite em um Erlenmeyer de 125 mL e adicione 10
mL de solucdo 2:1 de éter-etanol. Adicionou-se 3 gotas de solucdo alcodlica de
fenolftaleina (indicador) e titulou-se com a solucdo de hidréxido de sédio até atingir

coloracgéo levemente rosa.

3.5.4. Capacidade Antioxidante
Determinacéo da Capacidade Antioxidante

Adicionou-se 4 gotas da amostra de azeite de oliva com uma micropipeta de 20
puL em um frasco ambar. Utilizando outra micropipeta, pipetou-se 4 mL da solucdo de
DPPH. Em seguida, armazenou-se o frasco em um lugar escuro e esperou-se 2 horas. No
espectrofotobmetro UV-Vis, mediu-se o branco (acetato de etila) e determinou-se a
absorcéo da solucdo de DPPH em 515 nm. Apo6s 2 horas, determinou-se a absorcdo da
amostra em 515 nm. Entre cada medida, lavou-se a cubeta de quartzo 2 vezes com acetato
de etila para limpa-la muito bem, diminuindo o erro das medidas. Apos a lavagem, sempre
se ambientou a cubeta.

3.5.5. Extinc¢do Especifica no Ultravioleta

Determinacdo dos coeficientes de extingdo especifica

Preparou-se uma solucdo a 1% m/v de azeite de oliva em 10 mL de isoctano. No
espectrofotdbmetro UV, mediu-se o branco (isoctano) e determinou-se a absorcdo dessa

solugdo em 232 e 270 nm.

3.6.Amostras

Para realizar os testes prévios e otimizar os métodos de analise, 3 amostras de
azeite foram adquiridas no comércio local de Brasilia-DF (Tabela 4).

Marca Origem | Composicdo | Volume | Embalagem Validade
Andorinha | Portugal | Azeitede | 500 mL Vidro 30/07/2021
oliva extra Marrom (embalado) a
virgem Escuro 27/01/2023
Gallo Portugal | Azeitede | 500 mL Vidro 06/2021 a
oliva extra Marrom 12/2022
virgem Escuro
Barcelona | Brasil Azeite de | 500 mL Vidro 09/2021 a
oliva extra Verde 12/2022
virgem Escuro

Tabela 4 — Amostras de Azeite para Testes Prévios
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adquiridas em supermercados de Brasilia produzidos em varias regides, apresentando

As 15 amostras a serem analisadas com o0s parametros otimizados foram

precos variados, diferentes volumes e embalagens (Tabela 5).

N° Marca Origem | Composicdo | Preco | Volume | Embalagem | Validade
1 Nova Chile Azeite de 28,80 | 500 mL Vidro 26/03/2022
Oliva oliva Verde (envasado)
extravirgem Escuro a
26/03/2025
2 | VilaFlor | Portugal Azeite de 53,90 | 500 mL Vidro 06/01/2022
oliva Marrom (envase) a
extravirgem Escuro 06/01/2024
3 | Andorinha | Portugal Azeite de 23,19 | 500 mL Vidro 11/02/2022
oliva Marrom (embalado)
refinado e Escuro a
azeite de 04/08/2023
oliva
virgem
4 | D’Aguirre | Argentina | Azeitede | 94,49 2L Plastico 01/07/2021
oliva transparente | (envase) a
extravirgem 01/07/2023
5 Allegro Tunisia Azeite de 16,59 | 500 mL Vidro 14/01/2022
oliva Verde (envase) a
extravirgem Escuro 13/01/2024
6 O-live Chile Azeite de 22,19 | 500 mL Vidro 11/03/2022
oliva Verde (envase) a
extravirgem Escuro 11/03/2025
7 Alva Espanha Azeite de | 159,90 3L Plastico 07/2021 a
Oliva oliva Verde 07/2023
extravirgem Escuro
8 | Terrasde | Portugal Azeite de 19,99 | 500 mL Vidro 21/01/2022
Camdes oliva transparente | (envase) a
extravirgem 07/2023
9 Rahma Tunisia Azeite de | 78,00 1L Vidro 25/01/2022
oliva Marrom (envase) a
extravirgem Escuro 24/01/2024
10 Rahma Tunisia Azeite de | 134,00 2L Plastico 07/02/2022
oliva Verde (envase) a
extravirgem Escuro 06/02/2024
11 | Cocinero | Argentina | Azeite de 35,90 | 500 mL Plastico 03/02/2022
oliva Verde (envase) a
extravirgem Escuro 03/02/2024
12 | Gomesda | Espanha Azeite de 29,99 | 500 mL Vidro 01/02/2022
Costa oliva Verde (embalado)
extravirgem Escuro a
01/08/2023
13 | Borges Espanha Azeite de 25,99 | 500 mL Vidro 24/01/2022
oliva Verde (envase) a
extravirgem Escuro 24/09/2023
14 | Herdade Portugal Azeite de 4299 | 500 mL Vidro 24/05/22
esporéo oliva Marrom (envase) a
extravirgem Escuro 01/2024
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15 | Quintado | Portugal Azeite de 22,19 | 500 mL Vidro 18/01/2022
Monte oliva Verde (envase) a
extravirgem Escuro 18/01/2024
Tabela 5 - Amostras de azeite

Ainda, adquiriu-se uma amostra de TCM e uma de 6leo de soja, a fim de comparar

os parametros do azeite de oliva com outros 6leos (Tabela 6).

TCM | Brasil Triglicerideos de Cadeia | 89,90 | 250 mL Vidro 03/2024
IAO Média do 6leo de coco C8 Transparente
(60%) e C10 (40%).
Oleo | Brasil Oleo de soja 5,79 | 900 mL Plastico | 12/05/2023
de (geneticamente modificada Transparente a
Soja a partir de Streptomyces 06/02/2024

viridochromogenes e/ou
Agrobacterium tumefaciens
e/ou Bacillus
thuringiensis.), e
antioxidantes: TBHQ e
acido citrico.

Tabela 6 - Amostras de TCM e Oleo de soja

4. RESULTADOS

Todos os métodos analiticos descritos abaixo foram avaliados utilizando as 3
amostras comerciais de azeite descritas na Tabela 4. Todas as analises foram feitas em
triplicata. Os métodos oficiais foram reproduzidos da forma preestabelecida ndo havendo
a necessidade de estudos de parametros. Apenas mudou-se 0 padrdo primario do método
iodométrico para iodato de potéssio, ja que ndo se obteve sucesso na padronizacdo da
solucdo de tiossulfato de sédio ao utilizar o dicromato de potassio como padrdo primario.
Como o método de determinacdo da capacidade antioxidante ndo se enquadra como
oficial pela AOCS, optou-se por realizar a otimizagéo de alguns parametros baseados nos
trabalhos de DABBOU, S. et al. (2010), LAVELLI V. (2002) e MINIOTIA, K. S;
GEORGIOUA, C. A. (2010).

4.1.Atividade antioxidante

4.1.1. Estabilidade da solucéo de DPPH
Preparou-se uma solucdo de concentragdo 9,35 X 107° mol - L~ de DPPH em
acetato de etila e confirmou-se que o seu comprimento de absor¢cdo maxima € 515 nm
(Figura 21).
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Figura 21 - Espectro UV-Vis do DPPH

Avaliou-se a estabilidade da solu¢do de DPPH, que apesar de ser um radical se
mostrou relativamente estavel devido a deslocalizacdo do elétron desemparelhado por
toda estrutura, ao longo de duas semanas em geladeira. Como os desvios sdo baixos,
conclui-se que a solugdo pode ser utilizada para as analises durante esse periodo (Tabela
7).

Dias Absorbancia
0 1,0894
2 1,0983
7 1,0368
14 1,0667
Desvio Padrao 0,0274
Desvio Padrao 2,5454
Relativo

Tabela 7 - Solugé@o de DPPH

4.1.2. Precisdo das Medidas do Equipamento
Para se determinar a reprodutibilidade da leitura da solucdo no Espectrofotdmetro
UV-Vis, mediu-se dez vezes seguida uma solugio de DPPH 9,35 x 10~°M em acetato
de etila e, também, dez vezes seguida uma solucdo contendo 2 gotas de azeite em 4 mL
de solucdo de DPPH, em repouso e no escuro por 1 hora. Nesse teste utilizou-se apenas a
amostra de azeite Gallo, pois o intuito era observar a reprodutibilidade do equipamento.
Observou-se que os desvios sdo muito pequenos, indicando que as medidas feitas no

equipamento séo confiaveis (Tabela 8).

41



Solucdo | Solucéo contendo 2 gotas de azeite
de DPPH em 4 mL de solucdo de DPPH
Desvio Padréo 0,0053 0,0012

Desvio Relativo 0,5133 0,2270

Tabela 8 - Reprodutibilidade do equipamento (n=10)

4.1.3. Numero de Gotas
Avaliou-se também qual o numero de gotas que fornece uma maior diferenca em
atividade oxidante entre diferentes azeites com precisdo adequada. Com 1 hora de
repouso, medindo-se 1, 2 ou 3 gotas com um contador de vidro, a variacdo da atividade
antioxidante entre diferentes azeites é perceptivel e todos apresentaram desvios préximos
(Figura 22). Porém, percebeu-se que esse tempo ndo é suficiente para estabilizar as
medidas que ainda variam muito em um intervalo pequeno de tempo. Desta forma,

acredita-se que esperando mais tempo, 2 gotas serd o melhor nimero para fazer as

analises.
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Figura 22 - Gréafico nimero de gotas

4.1.4. Estudo Cinético
Ainda, foi realizada a curva cinética para averiguacdo do tempo de equilibrio da
reacao. Preparou-se a solucdo contendo 2 gotas das amostras de azeite e 4 mL de solugéo
de DPPH em acetato de etila e, imediatamente, colocou-a no Espectrofotometro

realizando leituras de intervalo de 1 minuto, com temperatura controlada (23°C) por
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12000 segundos. Desta forma foi possivel determinar o melhor tempo para deixar a
solucéo reagindo antes da medida, de maneira que a atividade antioxidante varie pouco
ao longo do tempo, mas que essa medida seja diferencavel entre as amostras (Figura 23).
Assim, com 2 horas (7200 segundos) de repouso se alcancga os critérios desejados e um

tempo viavel para a rotina das analises.
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Figura 23 - Gréfico cinética

4.1.5. Precisdo da Amostragem

Por fim, para averiguar a precisdo na pesagem do azeite em comparacdo com
instrumentos distintos, preparou-se 10 replicatas de azeite para cada medidor diferente de
maneira que a massa de amostra coletada fosse 0 mais préximo possivel a duas gotas com
0 contador de gotas, quantidade de amostra ideal determinada anteriormente. Os
medidores analisados foram pipeta de Pasteur (2 gotas), micropipeta (60 uL), contador
de gotas de vidro (2 gotas) e micropipeta de 20 pL (4 gotas). Novamente, para esse teste
utilizou-se apenas a amostra de azeite Gallo, j& que o objetivo era diferenciar a preciséo
dos instrumentos. Percebe-se que o instrumento de coleta de amostra interfere bastante
na precisdo do método (Tabela 9), sendo 4 gotas da micropipeta de 20 uL a maneira mais
precisa de adicionar as amostras de azeite. Isso se deve a viscosidade do azeite ser
superior a da agua, o que dificulta os instrumentos aspirarem e expelirem um volume
preciso, sendo mais eficiente adicionar pequenas gotas. A precisédo da micropipeta de 20
uL (4 gotas) é aproximadamente 1,5; 3,4 e 7,5 vezes maior do que o contador de vidro, a
pipeta de Pasteur e a micropipeta de 60 pL, respectivamente. Assim, todas as analises
subsequentes para determinacdo da capacidade antioxidante serdo realizadas

adicionando-se 4 gotas das amostras de azeite com uma micropipeta de 20 pL e 4 mL de
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solucdo de DPPH em acetato de etila em um frasco ambar que sera deixado em repouso

por 2h, no escuro.

Desvio Padréo Desvio Padréo
Relativo
Pipeta de Pasteur (2 0,0028 5,9161
gotas)
Micropipeta (60 L) 0,0056 13,1751
Contador de Gotas 0,0017 2,6172
de Vidro (2 gotas)
Micropipeta de 20 pL 0,0012 1,7548
(4 gotas)

Tabela 9 - Amostragem

4.2 .Analises dos Azeites

Apbds a definicdo das melhores condi¢cBes experimentais dos cinco métodos a

serem aplicados, as 15 amostras da Tabela 5 foram analisadas. As analises das amostras

de azeite foram realizadas em quintuplicata e no mesmo dia de abertura da embalagem

para evitar alteracdo dos resultados devido o contato com o ar. A padronizacdo dos

titulantes foi feita em triplicata. Os resultados estdo apresentados na Tabela 10 e os

desvios nas Tabelas 11 e 12.

Capacidade | Indice de p- | Extingdo | Indicede | Indice | TOTOX
Antioxidante Anisidina Especifica | Peroxidos de
(CA) (IPA) em 232 nm (1P) Acidez
e 270 nm (1A)
(EE)

COCINERO 39,8686 6,0461 2,0019/ 10,2337 0,6175 26,5135
0,1172

D’AGUIRRE 39,6506 7,2191 2,0196/ 9,9883 0,6887 27,1957
0,1976

ALLEGRO 85,8615 7,936 2,1704/ 8,4277 0,5014 24,7914
0,2262

DO MONTE 53,5844 8,0077 1,9240/ 4,3985 0,5943 16,8047
0,2339

TERRA DE 66,3494 3,9562 2,1597/ 5,5758 0,4142 15,1078
CAMOES 0,2978

VILLA FLOR 63,2245 4,7288 2,1337/ 9,3702 0,6665 23,4692
0,3218

NOVA OLIVA 72,1287 3,3883 1,6760/ 3,3403 0,3271 10,0689
0,1438

GOMES 79,1333 7,1798 1,6281/ 4,9199 0,5441 17,0196
0,0257

BORGES 59,2574 3,4472 1,8288/ 5,9253 0,5490 15,2978
0,0980

ALVA OLIVA 71,9823 6,524 1,9480/ 5,4977 0,3656 17,5194
0,2124
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RAHMA 76,6279 7,9096 2,1194/ 5,4305 0,5302 18,7706
VIDRO 0,1898

RAHMA 75,2153 3,9294 2,2782/ 5,8714 0,5668 15,6722
PLASTICO 0,2121

ESPORAO 56,3604 5,2184 1,8303/ 4,8109 0,3001 14,8402
0,1653

O-LIVE 47,6548 5,219 1,7038/0,10 2,4254 0,4864 10,0698

ANDORINHA 40,5258 -0,4112 2,1928/ 2,5406 0,488 4,67

VERMELHO 0,5586

Tabela 10 - Valores dos Parametros das Amostras

De acordo com a Tabela 10, praticamente todas as amostras apresentaram valores
para os cinco parametros dentro do limite estabelecido pela ANVISA (para azeite de oliva
extravirgem: indice de acidez <0,8; indice de peroxidos <20,0; extingdo especifica em
232 nm <2,5 e em 270 nm <0,22) e com indice de p-anisidina recomendado pela IUPAC
menor do que 10. Com excecdo das amostras Allegro, Quinta do Monte, Villa Flor e Terra
de Camdes que apresentaram a extin¢do especifica em 270 nm maior do que o valor
permitido, o que poderia indicar a presenca de azeite de oliva virgem ou de outro dleo, ja
que esses produtos apresentam EE mais elevados, porém uma alteracdo apenas nesse
parametro € insuficiente para inferir algo desse tipo, podendo ser apenas um erro

experimental ou um erro aleatorio.

O azeite Andorinha Vermelho apresenta em sua composicdo azeite de oliva
virgem e azeite de oliva refinado, portanto os limites dos parametros de qualidade do
azeite sdo diferentes. Para azeite de oliva: indice de acidez <2,0; indice de perdxidos
<20,0; extingdo especifica em 232 nm <2,60 e em 270 <0,25 e para azeite refinado:
indice de acidez <0,3; indice de peroxidos < 5,0 e extingéo especifica em 270 <1,1. A
extincdo especifica em 232 nm ndo se aplica para azeites refinados, como também o
indice de p-anisidina, o que explica o valor negativo (-0,4112) obtido. Todos o0s
parametros que séo aplicados para esse tipo de amostra estdo dentro do limite estabelecido
pela ANVISA, considerando os maiores limites, ja que a amostra é uma mistura de dois
azeites obtidos por processos diferentes. Esse azeite sofreu diversos processos de extragcdo
durante o refinamento para corrigir os parametros ndo atendidos devido a problemas
climaticos ou de processo. Apesar dessas técnicas ndo modificarem sua estrutura quimica,
ainda pode haver resquicios de solventes e a porcentagem de moléculas antioxidantes é
muito baixa, assim como se visa um 6leo mais natural e que seja capaz de conservar 0
medicamento, ndo se considera uma boa opgéo utilizar azeites que néo seja extravirgem

como diluentes.
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As reacOes envolvidas nos coeficientes de extingdo especifica em 232 nm e 270
nm ainda ndo sdo muito claras no meio académico. Estudando os trabalhos de COSTA et
al. (2018), PAVIA et al. (2016), OETTERER et al. (2006) e SANTOS et al. (2020),
acredita-se que a absorcdo em 232 nm € devida a duplas ligacGes conjugadas formadas
durante a oxidacdo primaria e a absorcdo em 270 nm é devido aos aldeidos e cetonas
formados na oxidagdo secundaria. Assim, o primeiro coeficiente estaria relacionado com
o indice de peroxidos e o segundo, com o indice de p-anisidina. Porém, como ainda é
necessario um estudo mais aprofundado sobre as reacdes organicas, esses parametros nao

sdo 0s mais adequados nesse estudo para determinar a qualidade do azeite.

Esperava-se que houvesse uma relagdo inversa entre os valores dos parametros
capacidade antioxidante e indice de peroxido das amostras. Pois, como visto na
Enciclopédia Mundial da Oliveira os compostos fenolicos responsaveis pela propriedade
antioxidante do azeite conseguem neutralizar os radicais gerados na etapa de inicia¢do da
oxidagdo e seus peroxidos formados sdo mais estaveis devido a estabilizacdo pela
ressonancia, atrasando a oxidacdo em cadeia. Assim, o indice de perdxidos sé deveria
aumentar consideravelmente quando a capacidade antioxidante estivesse baixa, porém na
pratica parece que as rea¢fes sdo mais complexas, ja que isso nao foi observado em todas
amostras. As amostras Allegro e Villa Flor, que possuem altos valores de CA,
apresentaram o IP maiores do gue varios azeites com CA menores. Portanto, os valores
de cada parametro variaram consideravelmente na amostragem e ndo foi possivel

determinar nenhuma relacdo linear entre eles.

Além dos 5 parametros obtidos pelos métodos, calculou-se o valor Totox (2IP +
IPA), o qual deve ser inferior a 10 para considerar que um corpo graxo do 6leo esta bem
conservado. Seis amostras apresentaram capacidade antioxidante maior do que 70%,
quatro amostras tiveram indice de p-anisidina menor do que 4, outras cinco amostras
apresentaram acidez menor do que 0,5% e outras cinco amostras tiveram indice de
peréxido menor do que 5 meg/kg. Apenas uma das amostras, Nova Oliva, se destacou
nos quatro parametros, apresentando alta CA (72,1287), baixo IPA (3,3883), baixo IP
(3,3403), baixo IA (0,3271) e um valor Totox de 10,0689. A amostra O-live também
apresentou um valor Totox de 10,0698, logo seus acidos graxos estdo bem conservados.
No entanto, a capacidade antioxidante dessa amostra € muito inferior comparando com a
amostragem. Esse pardmetro é muito importante e decisivo ao escolher um azeite, pois se

espera que quanto maior a quantidade de compostos fendlicos, maior a capacidade do
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azeite preservar 0s componentes e as propriedades do medicamento, ja que se espera que

esses compostos possam impedir ou atrasar a oxidacdo do remédio, aumentando a

qualidade e a validade deste. As demais amostras apresentaram valores Totox maiores do

que 14,5. Assim, apesar desses quatro parametros em todas as amostras estarem abaixo

dos valores maximos estabelecidos pela ANVISA, considerando o valor Totox, essas ndo

possuem &cidos graxos bem conservados. No entanto, ainda se considera viavel utilizar

esses azeites como diluentes. Nas Tabelas 11 e 12, encontram-se 0s desvios padréo e

padrdo relativo para cada parametro em cada amostra.

Desvio Desvio Desvio Desvio Desvio Padrao Desvio
Padrao Padrao Padrao Padrao EE em 232 Padrao
CA Relativo CA IPA Relativo nme 270 nm | Relativo EE
IPA em 232 nm
e 270 nm
Cocinero 1,9564 4,9072 0,2607 4,3122 0,0597/ 2,9826/
0,0227 19,3356
D’Aguirre 1,8784 4,7374 0,8503 11,7781 0,0178/ 0,8822/
0,01943 9,8296
Alegro 3,8387 4,4708 1,0129 12,7627 0,1156/ 5,3274/
0,0504 22,2802
Quinta do 1,0930 2,0397 1,1170 13,9486 0,0879 45711
Monte 10,0738 /31,5499
Terra de 3,7647 5,6740 0,2706 6,8397 0,0473 2,1892
Camdes 10,0354 /11,8989
Villa Flor 2,2646 3,5818 0,3924 8,2993 0,0804 3,7693/
/0,07732 24,0277
Nova 0,7892 1,0942 0,4593 13,5565 0,0340 2,0256/
Oliva 10,0292 20,3059
Gomes 4,1318 5,2213 0,4061 5,6563 0,0249/ 1,5278/
0,0072 27,8857
Borges 3,7264 6,2885 1,3169 38,2030 0,0453/ 2,4758/
0,0381 38,8227
Alva 2,0687 2,8739 0,6513 9,9837 0,0276/ 1,4173/
Oliva 0,0272 12,7969
Rahma 1,9681 2,5684 0,6240 7,8891 0,0088/ 0,4140/
Vidro 0,0106 5,5878
Rahma 5,6201 7,4719 0,9926 25,2605 0,0465/ 2,0400/
Plastico 0,0758 35,7343
Esporado 2,3601 4,18762 1,4326 27,4534 0,0377/ 2,0614/
0,0194 11,7435
O-live 1,0076 2,1143 0,5821 11,1524 0,0395/ 2,4081/
0,0410 39,5
Andorinha 1,2255 3,0240 0,4877 | -118,6074 0,0271/ 1,2347/
Vermelho 0,0271 4,8598

Tabela 11 - Desvio Padrao e Desvio Padrao Relativo dos Parametros CA, IPA e EE
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Desvio Padréo Desvio Padrédo Desvio Padrédo Desvio Padrédo
IP Relativo IP 1A Relativo 1A
Cocinero 4,1102 40,1637 0,0982 15,9076
D’Aguirre 2,8834 28,8683 0,0488 7,0909
Alegro 0,2331 2,7662 0,0088 1,7507
Quinta do Monte 0,8019 18,2314 0,0615 10,3475
Terra de Camdes 1,5863 28,4504 0,0210 5,0732
Villa Flor 1,9685 21,0075 0,6569 2,0682
Nova Oliva 0,4569 13,6793 0,0121 3,7101
Gomes 0,5164 10,4952 0,0405 7,4488
Borges 0,5257 8,8730 0,0176 3,2007
Alva Oliva 1,8874 34,3307 0,0661 18,0769
Rahma Vidro 1,4738 27,1402 0,0133 2,5147
Rahma Plastico 0,6148 10,4717 0,0244 4,2987
Esporédo 1,0205 21,2129 0,0280 9,3240
O-live 0,7027 28,9715 0,0129 2,6533
Andorinha 0,3932 15,4759 0,0385 7,9016
Vermelho

Tabela 12 - Desvio Padrao e Desvio Padrdo Relativo dos Parametros IP e 1A

Percebe-se que os desvios variam bastante para cada parametros na amostragem
(Tabelas 11 e 12). Além disso, ndo existe uma relacdo entre os desvios dos diferentes
parametros para cada amostra, podendo variar entre baixos e altos valores. Isto mostra a
complexidade das reacdes relacionadas a cada um dos cinco experimentos e a
complexidade das amostras. Apesar disso, a extingdo especifica em 232 nm, a capacidade
antioxidante, e o indice de acidez foram 0s parametros que apresentaram 0S menores
desvios padrdo relativo (média de 2,3551 para a EE em 232 nm, média de 4,0170 para a
CA e 6,7578 para o IA), sendo os métodos mais precisos. Enquanto que 0s outros

parametros apresentaram uma media dos desvios padrdo relativo maior do que 20.

4.3.Andlise do TCM e Oleo de Soja

Foram realizadas em quintuplicata as analises dos cinco métodos nas amostras de
triglicerideos de cadeia média (TCM) e 6leo de soja a fim de comparar os resultados com
as amostras de azeite. J& que os produtos importados de extrato de Cannabis costumam
utilizar TCM e algumas preparacdes artesanais utilizam o6leo de soja como diluente. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 13 a sequir.
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Capacidade | Indice de p- Extingdo indice de | Indicede | TOTOX
Antioxidante Anisidina Especificaem | Peroxidos | Acidez
(CA) (IPA) 232 nm e 270 (IP) (1A)
nm (EE)
TCM 3,8073 -1,749 1,8008/ 0,0378 0,0407 -1,6734
0,0592
OLEO 87,2265 0,4944 0,7932/ 1,2499 0,0748 2,9942
DE 1,35

SOJA

Tabela 13 - Valores dos Parametros para o TCM e o Oleo de Soja

Os triglicerideos de cadeia média sdo ésteres de acidos graxos de glicerol que
contém de 6 a 12 carbonos sem liga¢des insaturadas (TURPEINEN, MERIMAA, 2011).
Assim, a auséncia de ligagdes duplas, a homogeneidade, estabilidade e simplicidade da
mistura, comparada com o azeite, sdo responsaveis pelos baixos valores de IP, 1A e EE.
O IPA ndo se aplica a esse produto. Em contrapartida, o TCM ndo apresenta moléculas
antioxidantes e o seu preco de mercado é muito caro, chegando a ser mais de 6 vezes
maior do que o preco do azeite Nova Oliva no mesmo volume, tornando-o invidvel para
utiliza-lo como diluente. O 6leo de soja, apesar de ter um valor muito menor do que o
azeite, sendo quase 9 vezes mais barato que o azeite Nova Oliva, e possuir valores de CA,
IPA, IP e IA excelentes € um produto com uma validade muito baixa, de 5 a 8 meses, e
que sofreu diversos processos, principalmente de extracdo, filtragdo com solventes,
durante o refinamento. Além de conter em sua composicao antioxidantes TBHQ e acido
citrico, produtos sintéticos adicionados para impedir a oxidacdo do 6leo de soja,
provavelmente responsaveis pelos valores dos parametros, que esse estudo prefere optar
por evita-los. Assim, devido a essas caracteristicas do 6leo de soja, prefere-se escolher
um diluente mais natural. Portanto, optou-se por utilizar o azeite de oliva extravirgem
como diluente ja que é um 6leo natural produzido por um processo de extracdo a frio que
preserva suas moléculas com propriedades antioxidantes. Além disso, as marcas desse
tipo de azeite costumam apresentar uma validade de 1 ano e meio a 3 anos e varias marcas

apresentam valores adequados para os 5 parametros estudados.

4.4.Analise de Componentes Principais (PCA)

Andlise de Componentes Principais (PCA) é uma técnica quimiométrica de
analise multivariada que pode ser usada para analisar inter-relacdes entre um grande
numero de variaveis, explicando-as em termos de suas dimensdes inerentes

(componentes), além de reconhecer padrdes ndo supervisionado transformando tabela
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de dados experimentais em graficos informativos acerca da similaridade entre as
amostras com relagéo aos resultados dos parametros analisados (BEEBE et al, 1998).
Como este trabalho envolveu cinco parametros diferentes que foram analisados em 15
amostras, utilizou-se o Software Matlab aplicacdo do PCA com o objetivo de condensar
0s parametros mais relevantes em um numero reduzido de novas variaveis. No
dendrograma (Figura 24), observou-se que as amostras se agruparam em trés grupos (1°
grupo: Gomes, Borges, Esporédo, Alva Oliva e Nova Oliva; 2° grupo: Villa Flor, Rahma

Plastico, Camoes, Do Monte, Rahma Vidro e Allegro; 3° grupo: D’Aguirre e Cocinero)

GOMES
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ALVA OLIVA

NOVA OLIVA
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Figura 24 - Dendograma para amostras de Azeite
No Biplot dos dados (Figura 25), com as componentes principais 1 e 2 (PC1 e

PC2), percebe-se que a amostra Nova Oliva se destaca por ser a que apresenta o score
mais negativo em PC1, provavelmente, devido a alta CA e aos baixos valores IPA, IP e

1A,
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Apesar das PC1 e PC2 sO representarem 66,07% (Tabela 14) da variancia

acumulada, o grafico de escores da informacdo apenas dessas componentes apresenta uma

distribuicdo das amostras que é condizente com o observado no dendograma (Figura 24).

Essa concordancia mostra que a informagdo presente nas outras componentes nao

influencia significativamente na distribuicdo das amostras de acordo com 0s parametros

estudados.

% variancia % variancia
explicada acumulada

PC1 40.70 40.70

PC 2 25.37 66.07

PC3 17.37 83.44

PC 4 8.84 92.28

PC5 4.96 97.24

PC 6 2.76 100.00

Tabela 14 - Percentagem de variancia capturada pelo modelo PCA

Os pesos apresentados na Figura 26 mostram qual a importancia dos parametros

CA, IP, IPA, IA, EE 232 e 270 na componente principal 1, sendo o indice de per6xidos,

o indice de acidez, o coeficiente de extin¢do especifica em 232 nm e a capacidade

antioxidante os mais influentes nos escores dessa componente.
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Figura 26 - Componente Principal 1

4.5. ANOVA e Teste Tukey

A Anaélise de Variancia (ANOVA) é um teste de significancia utilizado para
comparar mais de duas médias de populacdes e determinar se existe ou ndo diferencas
entre essas médias (SKOOG et al, 2004). Assim, foi realizada a ANOVA no Excel para
comparar se os valores para cada amostra de azeite sdo realmente diferentes para cada
pardmetro estudado. O principio da ANOVA e comparar as variacOes entre os diferentes
niveis dos fatores (marcas de azeite) com aqueles dentro dos niveis do fator (replicatas
para cada azeite). A ANOVA mostra que 0s parametros de cada amostra sao
significativamente diferentes entre as amostras, ja que todas apresentaram F maior do que
F critico (1,8993) e valor-p menor do que 0,05 (Tabela 15).

F Valor-p Fator explica % da
variagdo do pardmetro

Capacidade 123,0682 | 3,14-1073¢ 96,62
Antioxidante

indice de p-Anisidina | 21,58224 | 3,41- 107 83,36

Extincdo Especifica | 66,42859 | 3,83-10~2° 70,15
em 232 nm

Extingdo Especifica | 16,72847 | 8,9- 10715 90,43
em 270 nm

indice de Peroxidos | 10,12298 | 1,77-10~10 93,91

indice de Acidez 40,6855 | 9,97- 10724 79,52

Tabela 15 - F, valor-p e % que a marca do azeite explica a variacdo do parametro

Portanto, como a ANOVA indicou uma diferenga significativa, procedimento de
comparacgdo multipla deve ser empregado para identificar quais médias especificas séo

diferentes. O procedimento escolhido foi o teste Tukey, que consiste em comparar todos
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0S possiveis pares de médias e baseia-se na diferenca minima significativa, levando em
conta os percentis do grupo (Tukey, 1949). Ao realizar o teste Tukey, utilizando o
programa Jamovi, percebe-se na analise da capacidade antioxidante que 56 pares de
amostras sdo significativamente diferentes entre si dos 81 pares existentes. Ja na analise
do indice de p-anisidina, 25 pares de amostras séo significativamente diferentes entre si.
Na analise do indice de perdxido, apenas 11 pares de amostras sdo diferentes entre si. Na
andlise do indice de acidez, 44 pares de amostras sdo significativamente diferentes entre
si. Na analise da extincdo especifica em 232 nm, 45 pares de amostras sdo
significativamente diferentes entre si. Por fim, na analise da extincéo especifica em 270
nm, 20 pares de amostras sdo significativamente diferentes entre si. Sabendo-se dessas
informagdes, considera-se que as analises da capacidade antioxidante, indice de acidez e
extincdo especifica em 232 nm, que possuem mais da metade dos pares de amostras
significativamente diferentes, sdo as mais adequadas a serem realizadas. Esse resultado
corrobora com o resultado de variancia acumulado do PCA. Porém, como discutido
anteriormente € preciso compreender melhor as reaces envolvidas no coeficiente de

extincdo especifica, logo, o parametro EE em 232 nm néo sera utilizado.

5. CONCLUSAO

Os métodos analiticos oficiais foram aplicados nas 15 amostras de azeite de oliva,
na amostra de TCM e na amostra de 6leo de soja. Com a otimizacéo de alguns pardmetros
do método do DPPH para determinacdo da capacidade antioxidante, obteve-se resultados
precisos. Os valores dos parametros avaliados CA, IPA, EE em 232 nm e 270 nm, IP e
IA variaram consideravelmente na amostragem e ndo foi possivel determinar nenhuma
relacdo linear entre eles. Praticamente todas as amostras apresentaram valores para 0s
cinco parametros dentro do limite estabelecido pela ANVISA, com excecdo de quatro
amostras que apresentaram a extingdo especifica em 270 nm maior do que o valor
permitido, o que pode ser apenas um erro experimental ou um erro aleatdério. Porém, os
valores de Totox foram muito acima do indicado, na maioria das amostras, para que o0

6leo possua acidos graxos bem conservados, com exce¢do de duas amostras.

Apesar do TCM ser muito utilizado como diluente devido a sua estabilidade e seus

baixos valores de IP, 1A e EE, esse produto ndo apresenta moléculas antioxidantes e o seu
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preco de mercado é muito caro comparado com o azeite de oliva, tornando-o inviavel para
utiliza-lo como diluente. O éleo de soja, mesmo possuindo valor de mercado muito menor
do que o azeite e possuir valores de CA, IPA, IP e IA excelentes, é um produto com uma
validade muito baixa, de 5 a 8 meses, e que sofreu diversos processos agressivos durante
o refinamento, além de conter em sua composicdo antioxidantes sintéticos. Portanto, o
trabalho opta por escolher um diluente mais natural, o azeite de oliva extravirgem, ja que
é um 6leo produzido por um processo de extracao a frio que preserva suas moléculas com
propriedades antioxidantes. Além de que as marcas de azeite costumam apresentar uma
validade de 1 ano e meio a 3 anos e varias marcas apresentam valores adequados para 0s

parametros estudados.

A PCA realizada transformou a tabela de dados experimentais dos parametros em
gréficos informativos acerca da similaridade entre as amostras e as respectivas variaveis
responsaveis por isso. Os pardmetros foram condensados em PC 1 e PC 2 que séo
suficientes para o estudo. As amostras de azeite foram agrupadas em 3 grupos, onde a
amostra Nova Oliva se destaca das outras, provavelmente, devido a alta CA e aos baixos
IPA, IP e IA.

A ANOVA mostra que a diferenca entre todos os parametros das amostras €
significativa, ja que todas apresentaram F maior do que F critico (1,8993). O teste Tukey
realizado em sequéncia determinou que as analises do indice de p-anisidina, do indice de
peroxidos e da extin¢cdo especifica em 270 nm apresentam menos da metade dos pares de
amostras significativamente diferentes, enquanto que as analises da capacidade
antioxidante, do indice de acidez e da extin¢do especifica em 232 nm apresentam mais da
metade dos pares de amostras significativamente diferentes. Logo, esses trés Gltimos
parametros sdo 0s mais adequados a serem determinados. No entanto, conforme
discutido, é preciso compreender melhor as reacdes envolvidas no coeficiente de exting¢éo

especifica, logo, este parametro ndo sera utilizado.

Entéo, em estudos futuros, conclui-se que se pode realizar apenas as anélises da
Titulagdo Acido-Base para determinacéo do indice de Acidez e o Método do DPPH para
a determinacdo de Capacidade Antioxidante para se obter resultados que diferenciam
sistematicamente entre as amostras. Com isso, realiza-se um menor nimero de analises
para averiguacdo do melhor azeite extra virgem para ser usado como diluente em extrato
medicinal de CBD, THC ou CBG.
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