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RESUMO

O aumento da procura de azeites virgem extra de elevada qualidade levou ao
surgimento no mercado de produtos com caracteristicas especificas, com origem em
determinadas regiGes ou que incluem na sua composicao azeitonas de uma ou varias
cultivares. Além disso o recente Regulamento de Execug¢do (EU) n? 29/2012 da
Comissdo, relativo as normas de comercializacdo do azeite, afirma a necessidade de
estabelecer, a nivel da Unido Europeia, um regime obrigatério de designacdo de
origem, limitado ao azeite virgem extra e azeite virgem, que obedeca a condicdes
precisas. O principal objetivo deste trabalho, dividido em dois ensaios, é contribuir
para a rastreabilidade dos azeites virgens provenientes de cultivares tradicionais do
Alentejo, analisando a influéncia da cultivar, da maturac¢do, da regido e do modo de
producdo nas caracteristicas finais dos azeites obtidos. Conseguiu-se separar os azeites
extraidos da cultivar Galega vulgar de outras cultivares e por regido de proveniéncia
com base no perfil de acidos gordos, confirmando-se ser a origem geografica o fator
com mais peso na diferenciacdo da composicdo em acidos gordos de um azeite. Em
relacdo ao modo de producao, verificou-se que este fator tem poder discriminativo em
azeites elementares provenientes da mesma cultivar e regido. O azeite bioldgico
proveniente da cultivar Cordovil de Serpa apresentou um indice global de qualidade
inferior ao azeite convencional mas um teor de compostos fendlicos superior.
Verificou-se haver uma relagao entre a composi¢cao mineral do solo e a composi¢ao

mineral e quimica dos azeites virgens.

Palavras — chave: rastreabilidade, compostos fendlicos, acidos gordos, Galega vulgar,

Cordovil de Serpa






ABSTRACT

The increased demand for high quality extra virgin olive oil has led to the emergence
on the market of products with specific characteristics originating in certain regions or
that include one or more olive varieties. In addition, the recent European Regulation
(EU) n2 29/2012 about olive oil marketing standards, affirms the need to establish, at
European Union level, a mandatory system of designation of origin, limited to the extra
virgin olive oil and virgin olive oil, which meets specific conditions. The main objective
of this study, divided into two trials, is to contribute to the geographical traceability of
virgin olive oils from traditional Alentejo varieties, analyzing the influence of the
variety, maturation, region and the production mode o in the final characteristics of
the obtained virgin olive oils. It was possible to separate the extracted olive oils from
the Galega vulgar variety from other varieties and by region of origin based on fatty
acid profile, confirming to be the geographical origin the factor with more weight in
the differentiation of the fatty acids composition of an olive oil. Regarding to the
production method, it was found that this factor has discriminative power in virgin
olive oils obtained from the same variety and region. The organic olive oil from the
Cordovil de Serpa olive variety presented a lower quality index in relation to the
conventional oil but a higher phenolic compounds content. There was a relationship
between the mineral composition of the soil and chemical and mineral composition of

virgin oils.

Key — words: Traceability, phenolic compounds, fatty acids, Galega vulgar, Cordovil de
Serpa
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PREAMBULO

A oliveira, arvore nativa da regido do Mediterraneo, é actualmente largamente
cultivada em muitas outras partes do mundo para a producdo de azeitona de mesa e
azeite. O azeite virgem, extraido mecanicamente do fruto, é muito popular devido ao
seu potencial nutritivo e promotor da saude, possuindo um elevado conteddo em
acidos gordos monoinsaturados e outros compostos menores como compostos
fendlicos, fitosterdis, tocoferdis, carotenoides, clorofila e esqualeno. A cultivar, regido
de producdo, época de colheita e a tecnologia de extracdo sao alguns dos factores que

influenciam a composicdo da azeitona e do azeite virgem (Ghanbari et al, 2012).

A exigéncia por parte dos consumidores na identificacdo geografica dos alimentos
resultou na Regulacdo Europeia que estabelece a rotulagem controlada dos produtos
baseada na identificacdo geografica tendo, em 2009 os Estados membros da Unido
Europeia acordado na exigéncia da colocagao da origem no rétulo dos azeites virgem e
virgem extra (Regulamento CE n2 182/2009). Para reforcar esta legislagdo deve-se
analisar a autenticidade das amostras, provando a presenga/auséncia de adulterantes
ou verificando a origem geografica ou a cultivar, através da comparacdao com amostras
conhecidas de confianca (Perri et al, 2012). De facto, Ghanbari et al (2012) referem
gue a Grécia é o 32 produtor mundial de azeite virgem, exportando cerca de metade
da sua produgdo; no entanto, apenas 5% do produto embalado reflete a sua origem no

rotulo da embalagem.

O principal objetivo deste trabalho é contribuir para a rastreabilidade geografica dos
azeites virgens provenientes de cultivares tipicas do Alentejo, analisando a influéncia
da cultivar, da maturacdo, do modo de producdo e da regido — nomeadamente da

composicdo dos solos — nas caracteristicas finais dos azeites obtidos.

O trabalho apresenta-se estruturado em sete capitulos independentes, divididos em
sub-capitulos. Ao primeiro capitulo introdutdrio segue-se o capitulo dois que
apresenta uma revisdo bibliografica sobre os temas desenvolvidos na parte
experimental do trabalho. Faz-se inicialmente uma abordagem ao sector mundial e

nacional do azeite em relagao a evolugdo da produgdo e consumo nos ultimos anos.



Caracterizam-se as principais cultivares no Alentejo onde se incluem as cultivares
Galega vulgar e Cordovil de Serpa, objecto de estudo neste trabalho e descreve-se a
azeitona, especialmente em relacdo a composicdo e mecanismo da biossintese dos
principais acidos gordos e compostos antioxidantes e a sua evolugdo durante o
crescimento e maturacao dos frutos. Caracteriza-se depois a composicdo quimica do
azeite virgem em relagdo a sua diferenciacdo na composicao em 4acidos gordos, de
acordo com a cultivar e origem geografica, comparando os limites com o estabelecido
na legislacdo.Entre os componentes menores ou fracdo insaponificavel do azeite
virgem encontram-se os compostos fendlicos e outros compostos antioxidantes que
merecem destaque neste capitulo por serem uma das componentes principais em
estudo nos ensaios realizados.Por fim referem-se ainda os beneficios desta
composicdo na saude e aborda-se o tema da rastreabilidade geogréfica, destacando-se
a recente legislacdo europeia e descrevendo-se as trés Denominagdes de Origem
Protegidas existentes no Alentejo.

O capitulo trés descreve os métodos e materiais utilizados nas analises efetuadas nos
ensaios experimentais.Realizaram-se as analises percentagem de acidez, indice de
peréxidos e indices espectrofotométricos (K232 e K270), constantes na legislacdo, com
o obectivo principal de comprovar a classificacdo das amostras com a categoria de
azeite virgem extra e ainda, no segundo ensaio, perceber a influéncia dos diferentes
modos de producdo nas caracteristicas do azeite obtido ao longo da maturacdo. A
analise da cOr das azeitonas, através do indice de maturacdo de Jaen permitiu
classificar as amostras em verdes ou maduras e estabelecer comparacdes entre os
azeites obtidos das azeitonas ao longo do seu periodo de maturagcdo. O mecanismo
envolvido na biossintese dos acidos gordos depende da informacdo genética de cada
cultivar sendo a resposta varidvel de acordo com as condi¢des edafo-climaticas como
temperatura, latitude, agua disponivel e caracteristicas do solo, sendo, assim, a analise
da sua composicdo relativa essencial na determinacdo da origem geografica de azeites
virgens extraidos da mesma cultivar. Os compostos antioxidantes como os compostos
fendlicos, os tocoferdis e, em certa medida, os pigmentos clorofilinos e carotenoides
sao muito varidveis, dependendo ndo sé da cultivar mas também do modo de
conducdo do olival, estado de maturacdo das azeitonas e de todo o processo

tecnolégico de extracdo e armazenamento do azeite virgem pelo que serd, a partida,



dificil estabelecer uma relagdao entre o seu conteudo e a origem de um determinado
azeite virgem. No entanto, a activagdao das enzimas responsaveis pela sintese destes
compostos depende fortemente do stress hidrico e nutricional a que estao sujeitas as
oliveiras, sendo possivel, em igualdade de outros factores, relacionar a composicao em
compostos antioxidantes de um azeite virgem e a composi¢cdo mineral do solo que lhe
deu origem, o que justifica as andlises realizadas nos ensaios descritos neste trabalho.
No primeiro ensaio faz-se também a analise mineral das amostras de azeite virgem.

O capitulo quatro descreve o tratamento estatistico aplicado na analise dos dados
obtidos nos ensaios. Em ambos os ensaios aplicaram-se, inicialmente, métodos de
estatistica descritiva e analise de varidancia que permitiram verificar, apods
determinacdo dos valores médios e respectivos desvios-padrdao, a existéncia de
diferengas significativas entre os resultados obtidos nas diferentes determinagdes
analiticas efectuadas, o que justifica a diferenciacdo entre amostras. Devido a
existéncia de inUmeras variaveis analisadas em cada amostra o que tornaria dificil a
sua comparacdo em tabelas, foi realizada a analise multivariada dos dados, através da
analise em componentes principais. Esta técnica permite reconhecer correlacdes
existentes entre varidveis estabelecendo grupos de amostras com comportamento
semelhante, em que a semelhanca entre amostras é representada pela sua distancia
euclidiana no espaco. No primeiro ensaio foi ainda utilizado o teste de correlagdo de
Pearson, que mede o grau de relacdo linear entre duas varidveis quantitativas, para
verificar a possivel relacdo entre a composicdo mineral dos solos e a dos respectivos
azeites virgens e bagacos de azeitona obtidos.

Os capitulos cinco e seis referem-se aos ensaios realizados: “Caracterizacdo de azeites
virgens provenientes da cultivar Galega vulgar em relacdo a outras cultivares e a
origem geografica” e “Azeite virgem bioldgico vs convencional: variacdo ao longo da
maturacdo para a cultivar Cordovil de Serpa”, descritos a seguir neste capitulo.

O sétimo capitulo apresenta as conclusdes gerais do trabalho e no final encontra-se

referida a bibliografia consultada.
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A parte experimental do trabalho foi organizada em dois ensaios, descritos nos
capitulos cinco e seis deste trabalho. No primeiro ensaio as amostras de azeite virgem
foram obtidas em lagares industriais de extracdo centrifuga de duas fases, a fim de
aproximar as condigdes experimentais do trabalho com as condi¢des reais atuais de
colheita e extragdo de azeite virgem. O ensaio foi dividido em duas partes: na primeira
parte analisou-se a composicdo média em d4cidos gordos de azeites virgem extra
obtidos de diferentes cultivares de azeitona em olivais situados nas regides Norte,
Centro e Sul do pais durante trés campanhas (2009/2010, 2010/2011 e 2011/2012) e,
na campanha 2011/2012, especificou-se a analise para a cultivar Galega vulgar. Na
segunda parte do ensaio, com o intuito de aprofundar o tema da rastreabilidade
geografica, restringiu-se a drea em analise ao Alentejo e procedeu-se a obtencado e
andlise de amostras de azeite virgem extraidas da cultivar Galega vulgar em dois
estados de maturacao e obtidas em lagares situados nas margens esquerda e direita
do rio Guadiana. As amostras foram obtidas na mesma campanha (2012/2013) e
manteve-se o0 modo de producado: tradicional de regadio. Analisou-se essencialmente a
variacdo na composicao em 4dcidos gordos e em antioxidantes como compostos
fendlicos e tocoferdis e verificou-se a relagdo entre a composicao mineral dos solos e a

composi¢ao mineral dos respectivos azeites.

No segundo ensaio acompanhou-se a maturac¢ao dos frutos da cultivar Cordovil de
Serpa na campanha 2011/2012, em dois olivais situados no concelho de Moura,
extraindo-se o azeite semanalmente durante dez semanas. Manteve-se a zona
geografica e o método de extraccdo (Abencor) e variou-se o modo de producdo:
bioldgico versus tradicional de regadio. O objectivo foi verificar as diferengas na
composicdo dos azeites obtidos, essencialmente em relacdo a composicdo em
antioxidantes e acidos gordos e relaciona-la com a composicdo em compostos
minerais vestigiais dos solos. Esta cultivar é tradicional na regido de Moura e contribui

com cerca de 40% para a composi¢ao do azeite virgem DOP Moura.
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO

A cultura da oliveira (Olea europea L.) iniciou-se quatro mil anos a.C. préoximo do Mar
Morto, regido que abrange a Siria, Libano e Israel, expandindo-se para o Ocidente pela
bacia do Mediterraneo. Atualmente é cultivada em todos os continentes, embora a

regiao com maior produgao mundial seja a Europa (Costa, 2012).

Rabiei et al (2012) referem que a area de cultura da oliveira se situa entre as latitudes
302 e 452 a norte e sul do Equador, embora na Australia existam olivais recentemente
plantados com sucesso mais perto do Equador, em latitudes inferiores a 302, o que se

deve provavelmente a altitude ou outras razdes geograficas.

A regido mediterranica caracteriza-se pela existéncia de frequentes periodos de seca,
elevadas temperaturas e forte radiacdo solar, fatores que podem afetar o crescimento
e o desenvolvimento das azeitonas. A capacidade de adaptacdo da oliveira as
alteragdes ambientais torna-se, assim, essencial para o seu crescimento e

sobrevivéncia (Ramalheiro, 2009).

Sao cultivadas cerca de 1275 diferentes cultivares de azeitona em todo o mundo. No
entanto, o numero é muito menor quando se analisa a importancia das cultivares
considerando parametros como a producdo e o consumo. Existem varias cultivares das
guais se extraem apenas algumas centenas de hectolitros de azeite que sdo muitas
vezes vendidos em pequenas areas geograficas e consumidos localmente. Assim, so
algumas dezenas de azeites monovarietais ou elementares sdao economicamente

interessantes, embora todos tenham interesse cientifico (Aparicio et al, 2002).

A extracdo de azeite virgem é uma das atividades agricolas mais caracteristicas da
regido mediterranica e de relevante importdncia para a economia da maioria dos
paises desta zona. Ao longo dos anos tém-se aperfeicoado as formas de producdo de
diferentes cultivares de azeitonas, com o objetivo de satisfazer as necessidades e
gostos de diferentes consumidores. A crescente necessidade no sentido da qualidade,

associada ao cada vez mais notério papel do azeite na nutricdao e saude humanas, tem



vindo a pressionar a tecnologia de extragdao deste sumo no sentido de cada vez mais

evitar que as suas qualidades intrinsecas sejam alteradas (Salvador et al., 2001).

Os recentes investimentos no sector, principalmente no Alentejo, na zona de
influéncia da barragem de Alqueva, vieram confirmar as potencialidades edafo-
climdticas e socio-econdmicas de Portugal em relagdo a esta cultura, incentivando a
sua modernizacdo e expansdo. E uma cultura com grande tradicdo e importancia
determinante em vastas dreas do pais, sendo uma mais valia para as regides e

populacdes onde se encontra (Costa, 2012).

As condicGes edafo-climaticas adaptadas a cultura e a sua localizagdo em todo o
territério, com manchas relevantes em algumas regiGes e com importante diversidade
de cultivares, potenciam os requisitos para a extracdo de azeite virgem de qualidade

(Costa, 2012).

A abundancia de germoplasma indigeno garante a obtencdo de azeites virgem extra de
alta qualidade, contribuindo para a preservacdo de grande parte da tradicional
biodiversidade genética da azeitona. O conhecimento das caracteristicas especificas
dos azeites virgem extra elementares conduzem a um conhecimento mais profundo
das regides onde estes azeites sdo extraidos e, consequentemente, ao

desenvolvimento do setor do turismo (Rotondi et al, 2013).

As mais recentes mudangas no comportamento dos consumidores em relagdo aos
habitos de consumo estdo marcadamente afetadas pelo seu crescente interesse em
alimentos com uma designacgao geografica de confianca. Em relacdo ao azeite virgem
esta informacdo é uma garantia adicional da sua qualidade, autenticidade, tipicidade e
seguranca. Assim, a identificacdo geografica torna-se uma ferramenta para assegurar a
protecdo do consumidor, particularmente em relagao aos azeites virgem extra, uma
vez que a sua qualidade estd fortemente relacionada com as cultivares utilizadas e as
suas condi¢cdes ambientais de crescimento (Garcia-Gonzalez et al, 2009; Perri et al,

2012).

A exigéncia por parte dos consumidores na identificacdo geografica dos alimentos

resultou na Regulagdo Europeia que estabelece a rotulagem controlada dos produtos



baseada na identificacdo geografica (Garcia-Gonzalez et al, 2009; Carrasco-Pancorbo et
al, 2009), sendo as Denominac¢do de Origem Protegida (DOP) e Indicagdo Geografica
Protegida (IGP) classificacGes oficiais da Unido Europeia utilizadas para a definicdo da

genuinidade e da qualidade dos azeites virgens (Benincasa et al, 2007).

Em 2009, os Estados membros da Unido Europeia acordaram na exigéncia da
colocagdo da origem no rétulo dos azeites virgem e virgem extra (Regulamento CE n?
182/2009). Para reforcar esta legislagcdo deve-se analisar a autenticidade das amostras,
provando a presenga/auséncia de adulterantes ou verificando a origem geografica ou a
cultivar, através da comparacdo com amostras conhecidas de confianca (Perri et al,

2012).

A qualidade é um fator fundamental de aumento da confianga dos consumidores e da
consolidacdo do consumo na Unido Europeia e em paises terceiros. Todavia, a
melhoria da qualidade do azeite virgem exige o envolvimento de todos os
intervenientes nos processos de extracao, comercializacdo e legislacdo. Por outro lado,
a qualidade pressupée o conhecimento das propriedades fisico-quimicas e
organolépticas do produto e dos parametros que determinam as suas caracteristicas.
Neste sentido, o desenvolvimento de metodologias analiticas mais expeditas para a
caracterizacdao das diferentes cultivares existentes ou para a detecdo de adulteracdes

constitui uma mais valia para a valorizagao dos azeites virgens (Costa, 2012).

Os efeitos benéficos para a saude atribuidos ao azeite virgem e o desenvolvimento da
industria de extracdo de azeite virgem, intensificaram a procura de nova informacdo e

estimularam vastas dreas de investigacdo (Rabiei et al, 2012).

A analise instrumental deve permitir a rastreabilidade geografica ou a determinacao a
posteriori da origem geografica de uma amostra desconhecida através de parametros
quimicos. Devido as varias caracteristicas que estdo associadas com uma determinada
regido, como por exemplo, o solo, o clima, a altitude e que afetam a caracterizacdo
guimica dos azeites virgens, a rastreabilidade geografica baseada numa caracterizacao
quimica detalhada parece ser a aproximagdao mais eficiente para atingir este objetivo

(Garcia-Gonzalez et al, 2009).



Rabiei et al (2012) refor¢a esta ideia afirmando que a composi¢ao quimica do azeite
virgem é influenciada por fatores genéticos (cultivar) e ambientais (condi¢des edafo-
climdticas), pelo que a regido de producdo das azeitonas é altamente responsdvel

pelas caracteristicas especificas de cada azeite virgem.



CAPITULO 2 — CONSIDERAGOES TEORICAS

2.1 - 0O SECTOR MUNDIAL E NACIONAL DO AZEITE

Cerca de 95% da superficie oleicola mundial estd concentrada na Bacia Mediterranica,
sendo que os paises produtores da Unido Europeia (Espanha, Italia, Grécia, Portugal e
Franga) sdao responsdveis por cerca de 70% da produgdo a nivel mundial. Os outros
principais paises produtores sdao a Tunisia (8,1%), a Turquia (7,2%), a Siria (7,3%),

Marrocos (3,7%) e a Argélia (2,1%) (Casa do Azeite, 2013).

A produgdao nacional de azeite satisfaz cerca de 50 a 60% das necessidades de
aprovisionamento do nosso pais. Os restantes 40 a 50% sao assegurados pela entrada
de azeite com proveniéncia comunitaria, sendo Espanha a sua principal fonte de
abastecimento. O consumo de azeite tem vindo a aumentar a nivel mundial, sendo
uma boa aposta para as exportacoes nacionais. Com a implantacdo de novos olivais
nos ultimos anos, prevé-se um aumento da producgdo oleicola, caminhando-se a bom

passo para a auto-suficiéncia (CONFAGRI, 2013).

Ao longo das ultimas 15 campanhas verificou-se uma taxa de crescimento média da
producdao mundial de azeite de 0,9%. Ao nivel da Unido Europeia, a produgao de azeite
tem crescido significativamente nos Uultimos anos, sendo que Espanha ocupa
atualmente o 12 lugar no ranking mundial dos paises produtores com mais de 40% da

producdo mundial seguindo-se a Italia com 29% e os paises da margem esquerda do

Mediterraneo com 15% (Casa do Azeite, 2013). Portugal é responsavel por cerca de 3%

da producdo de azeite da Unido Europeia e 2% da producdao mundial.

Na tabela 1 apresenta-se a evolucdo da producdo de azeite entre as campanhas

2008/2009 e 2014/2015 para os principais paises produtores europeus.



Tabela 1 Produgdo de azeite na Unido Europeia (X 1000 ton) (COI, 2015)

Campanha  Espanha Italia Grécia Portugal Franga Chipre Eslévenia
08/ 09 1030 540 305 53 7 3 0,5
09/ 10 1402 430 320 63 6 4 0,7
10/ 11 1392 440 301 63 6 7 0,7
11/ 12 1614 450 295 76 3 6 0,5
12/ 13 608 490 360 69 4 6 0,7
13/ 14* 1775,8 461,2 131,9 91,8 4,9 5,8 0,6
14/ 15* 825,7 302,5 300,0 61,2 5,0 5,8 0,2

*estimativa

Em Portugal tem-se assistido, nos ultimos anos, a uma recuperac¢ao da producao, apds

o acentuado decréscimo verificado sobretudo a partir da década de 60 até finais da

década de 80, onde passamos de uma producdo da ordem das 90 000 toneladas na

década de 50 para valores médios de cerca de 35 000 toneladas nos anos 80.

Na figura 1 pode observar-se a estimativa da tendéncia da evolu¢do da producdo de

azeite virgem em Portugal até 2020.

PRODUCAO: EVOLUCAO RECENTE E TENDENCIA ESTIMADA PARA O HORIZONTE 2020
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Figura 1 Evolucgdo recente na extracdo de azeite em Portugal e tendéncia estimada para o
horizonte 2020 (Casa do Azeite, 2013)

Portugal produziu 91,8 toneladas de azeite na campanha 2013/ 2014, mais 42% que a

média dos cinco anos anteriores. O crescimento médio nos proximos trés anos devera

ser da ordem dos 20%, sendo que de 2016 a 2020 o setor deverd continuar a crescer,

embora a um ritmo mais moderado - da ordem dos 10% ao ano. Desde finais dos anos



sessenta que Portugal ndo produzia tanto azeite, sendo de esperar, segundo os
especialistas do setor, que dentro de um/dois anos o pais volte a ser auto suficiente
neste dominio. Nas campanhas 2012/ 2013 e na actual houve uma quebra acentuada
na producdao de azeite, principalmente em Espanha e Portugal, devido a condi¢des
metereoldgicas e fitossanitdrias desfavordveis para a producdo de azeitona,
principalmente nos olivais tradicionais de sequeiro que ainda representam cerca de

80% da area total nacional de olival para azeite.

A azeitona para azeite encontra em Portugal as condicdes adequadas para o
desenvolvimento de azeite de qualidade que é reconhecido no exterior pelas suas
caracteristicas e especificidade, reunindo inUmeros prémios internacionais. Ainda
assim, apesar do azeite DOP ser ainda pouco significativo, com uma quota de,
aproximadamente, 3% no total, no qual se incluem seis azeites DOP, mais de 80% do
azeite é do tipo virgem-extra. O ano de 2011 foi uma excegdo, com 76% deste tipo de
azeite, no entanto, em termos absolutos, a producdo de azeite virgem extra atingiu o

valor mais elevado dos ultimos anos.

Em relacdo a distribuicdo da producdo em Portugal pode observar-se na tabela 2 que,
na presente campanha, 2014 — 2015, e de acordo com dados do Sistema de
Informacdo sobre o Azeite e Azeitona de Mesa (SIAZ) divulgados pelo Gabinete de
Planeamento, Politicas e Administracdo Geral (GPP) do Ministério da Agricultura
(www.gpp.pt) a azeitona laborada para azeite foi de 359 mil toneladas, das quais 243

toneladas no Alentejo.

Tabela 2 Azeitona laborada e azeite extraido pelos lagares e por regido na campanha 2014-
2015, de outubro de 2014 a Janeiro de 2015 (GPP, 2015)

Lagares Azeitona Azeite extraido Rendi'm'ento
laborada médio

Regido N2 Kg Kg % %

Norte 58 73 365 168 10774 311 21,0 14,6
Centro 39 22 988 588 2737 868 5,3 11,9
Lisboa e Vale do Tejo 16 17 357 405 2 070685 4,0 11,9
Alentejo 51 243 249 121 35358351 69,1 14,5
Algarve 4 1786 890 249 032 0,5 13,9
TOTAL 168 358947 172 51190 247 100 14,3



http://www.gpp.pt/

De acordo com a Casa do Azeite (2015), na média das trés ultimas campanhas, a Unido
Europeia, com 66%, e a Tunisia, com 18%, foram os principais paises exportadores de
azeite. Entre os principais importadores encontram-se os paises considerados os novos
consumidores de azeite, que no seu conjunto foram responsaveis por cerca de 68% das
importa¢cdes mundiais: os Estados Unidos (38%), o Brasil (9%), a Austrdlia (4%), o
Canadd (5%), o Japao (6%) e a China (6%). Portugal é, tradicionalmente, um pais com
vocacao exportadora, sendo o 32 maior exportador de azeite da Unido Europeia e o 42
a nivel mundial. O ritmo de crescimento das exportacdes (média anual de 11,2% para o
periodo 2000/2011) tem superado o das importagdes (média anual de 7,4% para o
periodo 2000/2011), no qual se destaca o crescimento acentuado das exportacdes de
azeite de maior valor acrescentado, azeite virgem extra. Entre os mercados de destino
das exportacdes nacionais, destaca-se o mercado brasileiro que absorve cerca de 49%
do total das exportagdes nacionais de azeite, fazendo com que este produto seja
igualmente o produto portugués mais exportado para aquele pais, e Espanha com
21%. Em 2012 Portugal exportou 83 942 toneladas de azeite, mais 60% do que a média
dos trés anos anteriores. A mesma associacdo estima ainda as exportacbes irdo

continuar a aumentar a média de 30% ao ano (Figura 2).

EXPORTACOES: EVOLUGAO RECENTE E TENDENCIA ESTIMADA PARA O HORIZONTE 2020
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Figura 2 Evolugdo recente das exportagées e tendéncia para o horizonte 2020 (Casa do Azeite,
2015)



Relativamente ao consumo, verifica-se nos ultimos 15 anos, um crescimento médio, a
nivel mundial, da ordem dos 1,9%. Este aumento reflete o efeito da difusdo dos
resultados da investigacdo cientifica sobre os beneficios do azeite para a saude, bem
como as sucessivas campanhas promocionais levadas a cabo, quer pela Unido
Europeia, quer pelo Conselho Oleicola Internacional. De referir que o consumo de
azeite na Unido Europeia representa cerca de 59% do consumo mundial, embora o
consumo de azeite em paises que tradicionalmente ndo eram consumidores, como os
Estados Unidos da América, tenha sofrido um forte acréscimo nos ultimos anos. De
facto, neste pais, o consumo quase duplicou em 15 anos, atingindo atualmente cerca
de 294 000 toneladas anuais e colocando este pais como o terceiro maior consumidor
a nivel mundial. Relativamente ao consumo de azeite em Portugal, verifica-se uma
nitida recuperagao comparativamente ao inicio da década de 90, em que o consumo
per capita se situava em 3,3 Kg, atingindo atualmente um valor préximo dos 7,0 Kg per
capita. Este aumento de consumo ndo serd seguramente alheio a redescoberta do
azeite como produto natural, saudavel e com inimeros beneficios para a saude (Casa
do Azeite, 2015). Apesar do consumo interno de azeite tem aumentado 3,3% ao ano
entre 2000 e 2010, atingindo em 2010 o valor mais elevado dos ultimos anos, Portugal
ainda regista um baixo consumo per capita quando comparado com a Grécia onde, em
2009, cada habitante consumiu em média 20 kg de azeite, Espanha 12 kg e Italia 11 kg
(GPP, 2013).

2.2 — PRINCIPAIS CULTIVARES DE AZEITONA NO ALENTEJO

A area de cultura da oliveira encontra-se distribuida por todas as regides agrdrias do
continente, destacando-se o Alentejo e Tras-os-Montes como principais regides
produtoras: o Alentejo com 41,7% e Tras-os-Montes com 20,8%. Na regido da Beira
interior a area de olival tem uma ocupacdo de 17,9% e no Ribatejo de Oeste 11,3%. A
vocagdao dominante do olival portugués é para a extragdo de azeite, com cerca de 96%
do total da azeitona produzida destinada a obtencdo deste produto e apenas cerca de

4% canalizada para a azeitona de mesa (MADRP-GPP, 2007, citado por Costa, 2012).



A producdo de azeitona para azeite atingiu 415 mil toneladas na campanha de 2009-
2010, o valor mais alto registado nas ultimas épocas e 24% acima do registado na
campanha anterior. Para este aumento contribuiu a entrada em plena producao dos

olivais intensivos, principalmente no Alentejo (Costa, 2012).

As principais cultivares de azeitona existentes em Portugal s3o as seguintes: Galega ou
Galega Vulgar, Carrasquenha, Redondil, Azeitoneira ou Azeiteira, Branquita ou
Blanqueta, Conserva de Elvas, Negrinha, Madural, Cobrangosa, Verdeal Transmontana,
Redondal, Galega grada de Serpa, Cordovil de Serpa, Verdeal Alentejana ou Verdeal de
Serpa, Cordovil de Castelo Branco, Bical de Castelo Branco, Maganilha Algarvia,
Macanilha, Carrasquenha de Almendralejo, Picual, Macanilha ou Macanilha Fina,

Hojiblanca, Gordal e Arbequina (CONFAGRI, 2013).

As cultivares de azeitona com maior importancia na regido do Alentejo sdo a Redondil,
Carrasquenha e Cordovil na zona norte e as Galega Vulgar, Cordovil de Serpa e Verdeal
Alentejana a sul (CEPAAL, 2013). Nos novos olivais no Alentejo tém hoje também
grande importancia as cultivares Cobrangosa, origindria de Tras-os-Montes e

Arbequina, vinda de Espanha (Costa, 2012).

A seguir sdo descritas algumas caracteristicas das cultivares nacionais presentes no
Alentejo; exclui-se, assim, a cultivar Arbequina uma vez que tem origem espanhola e

ndo se inclui no tema deste trabalho.
2.2.1 — Cultivar Galega Vulgar

A cultivar Galega vulgar predomina em praticamente todas as regides do pais, com
excecdo de Tras-os-Montes e Algarve. E apreciada pela sua tolerancia a seca, mas é
sensivel ao frio, a salinidade e ao calcdrio. Tem entrada em producdo precoce,
producdo elevada e a sua época de colheita é tempora. Os frutos, pequenos e
elipsoidais, tém elevada resisténcia ao desprendimento, o que dificulta a colheita

mecanica (Barranco et al, 1999; CEPAAL, 2013; Costa, 2012).

A cultivar Galega vulgar é utilizada principalmente para a extragao de azeite, embora

seja também apreciada como azeitona de mesa. O seu rendimento em azeite é baixo
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http://www.confagri.pt/Azeite/_layouts/RTE2PUEditor.aspx#Negrinha
http://www.confagri.pt/Azeite/_layouts/RTE2PUEditor.aspx#Madural
http://www.confagri.pt/Azeite/_layouts/RTE2PUEditor.aspx#Cobrancosa
http://www.confagri.pt/Azeite/_layouts/RTE2PUEditor.aspx#Verdeal
http://www.confagri.pt/Azeite/_layouts/RTE2PUEditor.aspx#Cordovil
http://www.confagri.pt/Azeite/_layouts/RTE2PUEditor.aspx#CordovilCasteloBranco
http://www.confagri.pt/Azeite/_layouts/RTE2PUEditor.aspx#Arbequina

(cerca de 15%) mas muito equilibrado na composicdo em 4acidos gordos saturados,
monoinsaturados e polinsaturados, o que o torna particularmente indicado na dieta
alimentar. O teor relativamente baixo de compostos fendlicos é compensado pela
presenca de tocoferdis e pela particular composicdo em acidos gordos, tornando-o

bastante resistente a oxidagdo (COIl, 2000; Costa, 2012; Mansinho et al, 2007).

O azeite extraido desta cultivar é suave, espesso, fundamentalmente “doce”, com
verde folha de oliveira e notas de mag¢a ou améndoa, dependendo do estado de
maturacdo dos frutos; pode ser ligeiramente amargo e picante (CEPAAL, 2013;

Gouveia, 2011).
2.2.2 — Cultivar Cobrancosa

A cultivar Cobrancosa possui um contelido médio em azeite. E apreciada pela sua
tolerancia ao frio e a clorose férrica mas é susceptivel a seca e a salinidade. Tem
producao elevada e constante. A época de maturagao dos frutos é média e apresenta
baixa resisténcia ao desprendimento, sendo a sua queda natural muito escassa, o que
facilita a colheita mecanizada. O fruto possui um tamanho mediano, de forma

elipsoidal com o diametro maximo na parte mediana (COlI, 2000; Costa, 2012).

O azeite extraido desta cultivar é marcado por um frutado intenso e fresco a verde
folha e relva acabada de cortar com notas a macgas verdes. Sabor amargo e picante
intenso. O seu aroma é limpo e complexo, sendo muito elaborado na boca e

persistente (Gouveia, 2011; Vea, 2011)
2.2.3 — Cultivar Cordovil de Serpa

A cultivar Cordovil tem um bom rendimento em azeite. O fruto tem uma dimensao
média, de forma obvdide ou elipsoidal; € medianamente resistente a mosca e mais

susceptivel a gafa e a tuberculose (Gama, 2002).

O azeite obtido desta cultivar @ muito fino, com frutado intenso a verde folha, fresco,

amargo e picante (Gouveia, 2011).
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2.2.4 — Cultivar Verdeal Alentejana

A cultivar verdeal alentejana é uma cultivar de maturacao serédia, sendo a mais tardia
que se conhece na regido, atingindo o seu rendimento mdximo em azeite com o fruto
ainda verde. E bastante produtiva e regular, com bom rendimento em azeite e

bastante resistente a gafa e a mosca (Gama, 2002).

O azeite oriundo desta cultivar possui um frutado intenso a verde folha,

marcadamente amargo e picante (Gouveia, 2011).
2.2.5 — Cultivar Carrasquenha

A cultivar carrasquenha é pouco suscetivel aos ataques da gafa e apresenta alguma
resisténcia @ mosca. O seu fruto tem um tamanho médio a grande e forma elipsoidal
com o didametro maximo na parte mediana. Esta cultivar tem dupla aptiddao uma vez
gue também pode ser utilizada para conserva em verde, tradicional ou industrial

(Gama, 2002).

O azeite é complexo, marcado por verde folha, com notas de macd, casca de banana

verde e frutos secos (Gouveia, 2011).
2.2.6 — Cultivar Redondil

A cultivar redondil é muito produtiva e com um bom rendimento em azeite. O fruto
tem um tamanho médio a grande e forma apical arredondada. E uma cultivar
suscetivel a mosca, a gafa e ao granizo. Possui dupla aptiddao, uma vez que as azeitonas
sdo muito utilizadas para conserva em verde, tanto caseira como industrial (Gama,

2002).

O azeite é complexo, marcado por verde folha, com notas de maca, banana e frutos

secos (Gouveia, 2011).
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2.3 - A AZEITONA

2.3.1 - Composicao

A oliveira, Olea europaea L. enquadra-se na familia botanica das Oleaceae, com mais
de 25 géneros. O género Olea é composto por mais de 30 espécies, entre as quais se
encontra a Olea europaea, L. onde estdo todas as oliveiras cultivadas (Olea europaea
L., var. europaea) e também as oliveiras bravas ou zambujeiros (Olea europaea L., var.
sylvestris Brot.) (Costa, 2012). A Olea europaea, L. é a Unica espécie da familia

Oleaceae com fruto comestivel (Rapoport, 1998).

A oliveira floresce na Primavera e produz um fruto que se desenvolve e amadurece
entre os meses de Outubro e Janeiro, dependendo da cultivar e regido (Owen et al,

2000).

As caracteristicas morfolégicas e a composicdo quimica da azeitona dependem de
diversos fatores como a cultivar, o estado de maturacdo, a época de colheita, a regido,

as caracteristicas edafo-climaticas e o modo de producdo (Costa, 2012).

Em termos botanicos, a azeitona é uma drupa de forma oval mais ou menos alongada

ou arredondada, de acordo com a cultivar (Curci, 2001).

O peso do fruto é variadissimo, oscilando entre 1,5 e 12 g (Gouveia, 1996), embora nas
cultivares para obtencdo de azeite os valores se situem, geralmente, entre 1,5 e 5g
(Ruiz, 1991). Quando esta completamente desenvolvido, o mesocarpo representa 70%
a 90%, o caroco 9% a 27% e a semente 2% a 3% do peso total do fruto (Hermoso et al,

1999; Monteiro, 1999).

De acordo com Curci (2001), os principais constituintes da azeitona sdo a agua (50% a
60%) e o azeite (18% a 25%). Seguem em importancia quantitativa os hidratos de

carbono (19% a 20%), a fibra (5% a 6%), a proteina (1% a 3%) e as cinzas (1,5%).

As proteinas sdo constituidas por todos os aminoacidos conhecidos, avultando a
arginina que representa 25% do total, seguida da leucina e valina e dos acidos
aspartico e glutdmico. Na cinza predomina o potassio, ao qual se seguem, com menor

importancia, o fosforo, o calcio, o magnésio e o sédio. Os acidos organicos (citrico,
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malico e oxalico) podem representar 0,5% a 1,0% da polpa e sdo responsaveis por um
ph entre 4,1 e 5,5. Os principais agucares sao a glucose, a frutose, o manitol, a

sacarose e também, com menor importancia, a xilose e a ramnose (Gouveia, 1995).

A azeitona é conhecida por conter altas concentracdes de compostos fendlicos (1% a
3% da polpa) que exibem propriedades biolégicas importantes incluindo atividade
antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, cardio-protetora, hipoglicémica e
anticancerigena (Cardoso et al, 2011; Estie et al, 1998). Estes compostos contribuem
ainda para as caracteristicas sensoriais dos azeites virgens, sendo responsaveis pelo

caracteristico amargor, pungéncia e adstringéncia (Ouni et al, 2011).

Os compostos fendlicos da azeitona variam entre 1% e 3% do peso da polpa fresca,
sendo o conteudo altamente dependente da cultivar e do estado de maturacdo do
fruto (Zoidou et al, 2009). As principais classes de compostos fendlicos presentes no
fruto sdo acidos fendlicos, alcoois fendlicos, flavonoides e secoiridoides. O (3,4-
dihidroéxifenil)etanol (3,4-DHPEA) e o (p-hidréxifenil)etanol (p-HPEA) sdo os alcoois
fendlicos mais abundantes. Os flavonoides incluem glucdsidos flavondlicos como a
luteolina-7-glucdsido e rutina, assim como antocianinas, cianidina e glucésidos de
delfinidina. Enquanto os acidos fendlicos, alcoois fendlicos e flavonoides ocorrem em
muitos frutos e vegetais, os secoiridoides estdo presentes exclusivamente em plantas
pertencentes a familia das Oleaceae. Os compostos fendlicos classificados como
secoiridoides caracterizam-se pela presenca de acido elendlico ou derivados deste
acido na sua estrutura molecular. Acidos fendlicos com uma estrutura quimica basica
de C6-C1 (acidos benzoicos) e C6-C3 (acido cindmico) também se encontram nas

azeitonas (Servilli et al, 2002, Allalout et al, 2009).

A azeitona é particularmente rica em secoiridoides como a oleuropeina,
dimetiloleuropeina e o ligstroside e nos seus derivados hidroliticos como as agliconas
da oleuropeina, o &acido eleandico, o hidroxitirosol e o tirosol. Contém ainda
quantidades aprecidveis de glucdsidos do flavonoide, como a rutina e a luteolina e
alguns derivados de acidos hidrocinamicos, com predominancia do verbascosideo

(Cardoso et al, 2011)
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O principal composto fendlico é a oleuropeina, presente na azeitona a razdo de 20 a
1000 mg/Kg de extrato seco. E um glucésido do acido elendlico, esterificado pelo
hidroxitirosol (Gouveia, 1995). Possui propriedades antioxidantes aprisionando os
radicais livres e contribui para a preven¢ao da aterosclerose inibindo a oxidagdao das
LDL e aprisionando diversas espécies que reagem com o oxigénio na parede vascular.
Adicionalmente, a oleuropeina exibe atividade antimicrobiana, anticancerigena e
protetora contra a osteoporose. Recentemente verificou-se que faz baixar os niveis de
colesterol total e dos triacilglicerdis, podendo ser futuramente aplicada no tratamento
das doencgas corondrias (Zoidou et al, 2009).
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Figura 3 Principais compostos fendlicos presentes na azeitona (adaptado de Bullota et al, 2014)

2.3.2 — Maturagao

A azeitona é uma drupa inicialmente de cor verde. Durante o processo de
amadurecimento vai escurecendo tornando-se primeiro roxa e depois negra. A medida
gue a maturacdo progride, a atividade fotossintética diminui e as clorofilas
decompdem-se acompanhando a transformacdo dos cloroplastos em cromoplastos.
No final do processo de maturacdo, a cor é devida a formacdo de antocianinas

(Baccouri et al, 2008).

A maturacdo é uma combinacdo de mudancgas fisioldgicas e bioquimicas influenciadas
por diversas condi¢cdes ambientais e culturais, genéticamente controladas, sendo um
dos fatores mais importantes associados com a avaliacdo da qualidade da azeitona. No
decurso do amadurecimento, a atividade fotossintética diminui e aumenta a
quantidade de azeite. A data da colheita dos frutos pode ter um efeito significativo na

gualidade do azeite, uma vez que estd fortemente dependente das condigOes
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fisioldgicas do fruto. De facto, existem numerosas cultivares de azeitona com
caracteristicas fisicas e bioquimicas especificas que dao origem a azeitonas e azeites

com composicdes tipicas (Conde et al, 2008; Dagdelen et al, 2012).

A maturacdo da azeitona ocorre durante um periodo de varios meses. A acumulacdo
de azeite comeca cerca de 40 a 50 dias apds a floracdo e continua, rapidamente, até ao
amadurecimento do fruto; depois abranda mas ndo pdra. Durante o processo de
maturacdo dado-se varias altera¢cdes no fruto, tanto fisicas como quimicas. Estas
alteragdes variam de acordo com a cultivar, clima e condi¢cdes de crescimento da
azeitona: o perfil dos acidos gordos modifica-se, o teor de polifendis diminui, o perfil
de polifendis altera-se e o teor de clorofila reduz-se (Ayton, 2012; Beltran et al, 2005;
Matos et al, 2006). As alteracdes nestes componentes sdo comercialmente relevantes
uma vez que tém um efeito significativo na estabilidade e nas caracteristicas sensoriais
dos azeites extraidos (Ayton, 2012). Assim, para além da qualidade do azeite estar
fortemente relacionada com as condicdes fisiolégicas dos frutos que |he ddo origem, o
grau de maturagao pode afetar direta ou indiretamente a qualidade do azeite extraido

(Mendoza et al, 2013).

2.3.2.1 — Crescimento da azeitona

O periodo de crescimento, desenvolvimento e amadurecimento da azeitona é
prolongado, variando com a cultivar, praticas culturais, nivel de colheita das arvores,
condicBes climaticas, entre outros (Mailer et al, 2005). No entanto e, de acordo com
Hermoso et al (1998), o periodo de maturacdo da azeitona pode estabelecer-se em

200 dias como valor médio.

Como na maioria das drupas, o crescimento da azeitona segue uma curva dupla
sigmoidal com uma etapa de laténcia inicial e outra final. Durante a primeira fase, de
crescimento rapido, termina a divisdo celular da maior parte dos tecidos do fruto,
sendo o endocarpo o principal tecido em desenvolvimento, chegando a ocupar 80% do
volume do fruto. Na fase Il, de crescimento lento, o endocarpo endurece
progressivamente e, tanto o embrido como o carogo, alcangam o seu tamanho final. A

fase lll, de crescimento rapido devido ao aumento do tamanho das células da polpa,
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determina o tamanho real do fruto. Nesta fase inicia-se a biossintese do azeite e a sua

acumulagdo (Hermoso et al, 1998).

No inicio do Outono a cor verde intensa transforma-se em verde claro, depois em
verde amarelado. Continuando, comecam a aparecer manchas violdceas,
principalmente no apice, que se estendem e acabam por ocupar todo o epicarpo,
penetrando finalmente até ao carogo. Entretanto o epicarpo também mudou de cor,
desde o violdceo até ao violeta escuro, cobrindo-se de uma camada esbranquicada de
pruina. As cores finais, tanto na polpa como na pele do fruto, adquirem as tonalidades
caracteristicas de cada cultivar. Na maioria das cultivares estas ultimas transformacdes
nao acontecem em todos os frutos ao mesmo tempo, alcancando-se a maturagdo de

uma forma escalonada (Mailer, 2005).

2.3.2.2 — Biossintese dos acidos gordos e triacilglicerdis

A biossintese dos acidos gordos efetua-se nos plastidios das células através de uma
sequéncia de processos bioquimicos. Em primeiro lugar forma-se a cadeia gorda
saturada, processo responsavel pela sintese dos acidos gordos saturados até ao
palmitico que, na esséncia, consiste na condensagao sucessiva de unidades de acetato.
Esta cadeia vai sendo aumentada e dessaturada dando origem a toda a gama de acidos
gordos saturados e insaturados necessarios ao funcionamento dos seres vivos. A
matéria prima para a formacdo dos dacidos gordos, o acetil-co A, assim como os
cofatores necessdrios, obtém-se no metabolismo dos acgucares, existindo uma
correlacdo negativa entre o conteddo em lipidos da polpa e o conteddo em acgucares
redutores da mesma ao longo do desenvolvimento e maturacdo da azeitona (Conde t

al, 2008; Hermoso et al, 1998).

Estas reacbes sdo reguladas por uma série de enzimas, especialmente pela acetil CoA
transferase que determina, em grande parte, a taxa de biossintese dos acidos gordos.
O elongamento dos acidos gordos evolui através de uma cadeia de reacdes catalizadas
por um complexo de varias enzimas individuais, coletivamente denominadas de acidos
gordos sintetase. Os produtos formados por este sistema enzimatico sao

essencialmente acidos gordos saturados com cadeias de 8 a 18 atomos de carbono. A
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especificidade do substrato e a actividade relativa destas enzimas determinam o
padrao de produtos sintetizados predominando, no mesocarpo das células, o oleato e,
em menor quantidade, o palmitato. Estes produtos sdo re-esterifificados e exportados
para o citosol, sendo utilizados no reticulo endoplasmatico pelas aciltransferases para
a formacdo e armazenamento de triacilgliceréis de reserva. A sintese dos
triacilglicerdis e dos acidos gordos formados nos plastidios ocorrem através de uma
série de reacgOes enzimaticas sendo as aciltransferases envolvidas no processo
responsaveis pela composicdo em acidos gordos dos resultantes triacilglicerdis (Conde

et al, 2008)

Os mesmos autores concluem que a qualidade do azeite sintetizado depende, entre
outros factores, da composicdo dos triacilglicerdis sendo esta composicao influenciada
pela actividade das enzimas envolvidas na biossintese e armazenamento dos
triacilglicerdis durante a maturacdo da azeitona. Este controlo é exercido ao nivel da
sintese dos acidos gordos nos plastidios, nas subsequentes reacées de modificacdo
destes acidos gordos e ao nivel das aciltransferases durante a acumulagdo de lipidos

nas células.
A biossintese dos lipidos da azeitona da-se em trés fases:

Numa primeira fase, a biossintese é lenta, produzindo-se essencialmente o
crescimento do fruto sem depdsito aprecidvel de matéria gorda. De seguida ha uma
fase de biossintese acelerada durante a qual as azeitonas acumulam lipidos
abundantes. O peso médio, o conteddo em dagua e lipidos nos frutos completamente
maduros acabam por estacionar. Os triacilglicerdis constituem entao cerca de 97% do
peso dos lipidos totais, sendo a principal forma de armazenamento e integracdo dos
acidos gordos durante a maturacdo. A terceira fase é uma fase estaciondria, sendo a
biossintese dos lipidos lenta ou nula. No final desta fase existe uma leve diminuicdo do
nivel de lipidos, especialmente dos triacilglicerdis, nos frutos sobremaduros (Salah et

al, 1984).

Durante o periodo de biossintese dos lipidos, as disponibilidades hidricas do fruto

determinam o seu tamanho e acumulacdo de azeite. Assim, a falta de agua pode
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originar frutos pequenos, com pouca polpa e afetar o rendimento total em azeite

(Hermoso et al, 1998).

2.3.2.3 — Alteragdes nos principais componentes do azeite na azeitona

Durante o periodo de maturacdo das azeitonas desenvolvem-se varios processos
metabdlicos com subsequentes variagdes no perfil de alguns compostos. Estas
alteracdes refletem-se na qualidade, nas caracteristicas sensoriais, na estabilidade
oxidativa e no valor nutricional dos azeites extraidos (Allalout et al, 2009; Bacccouri et

al, 2007; Hermoso et al, 1998; Mendoza et al, 2013).

A evolugdo da composicdo em acidos gordos ndo tem total concordancia entre
autores. Enquanto Cinquanta et al (2001) referem um aumento no conteddo em 4cido
oleico e uma diminui¢do no acido palmitico, Hermoso et al (1998) indica um aumento
na percentagem de 4cido linoleico, uma diminuicdo na proporc¢ao de acido palmitico e
a constancia da percentagem de acido oleico com a consequente diminuicdo da
relacdo acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados. Ja Salah et al
(1984) referem um aumento progressivo da percentagem de dacido oleico desde a
maturacdo otima, uma diminuicdo clara do acido palmitico, uma diminuicdo leve do
acido linoleico e uma constancia do contelddo em Aacido palmitoleico e estearico.
Baccouri et al (2008) observaram uma ligeira diminuicdo do conteudo em acido
palmitico, uma descida gradual da percentagem de acido oleico e um aumento do
acido linoleico. O autor refere uma diminuicdo na relagdo 4cidos gordos
monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados durante a maturacdo, explicada pela

atividade da enzima oleato desaturase que transforma o acido oleico em linoleico.

De acordo com Matteucci et al (2011) esta discordancia na evolugdo dos acidos gordos
poderd estar relacionada com diferencas na tolerancia ao frio entre gendtipos. Em um
ensaio realizado pelos autores verificou-se existir uma relacdo direta entre a expressao
das enzimas 4cidos gordos dessaturases (AGD) e a dessaturacdo dos lipidos nos
genotipos sensiveis as baixas temperaturas.e a relagdo inversa nos genétipos

resistentes ao frio.
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Sabe-se que as membranas celulares sdo o principal local onde ocorrem danos
induzidos pelo frio e que a aclimatizagdo as baixas temperaturas inclui a activagao de
mecanismos que protegem a fluidez das membranas, assegurando a optimizacdo da
actividade enzimdtica associada. Assim, a capacidade para ajustar a fluidez lipidica das
membranas modificando o nivel de dcidos gordos insaturados em resposta as baixas
temperaturas e também em resposta a outros factores de stress abidticos ou bidticos
é da responsabilidade da regulacdo da actividade das acidos gordos dessaturases
(AGD) Os resultados deste estudo mostraram que as células do mesocarpo sdo
sensiveis ao frio em todos os genétipos, antes das primeiras goticolas de azeite se
formarem no fruto. A sensibilidade ao frio decresce durante a fase de producdo do
azeite, aparecendo as diferencas relacionadas com o gendtipo no final da biogénese
lipidica, devido a diferencas na transcricdo das enzimas AGD. Conclui-se que o teor de
acidos gordos insaturados modifica-se de acordo com o genétipo em frutos expostos
ao frio durante o periodo de maior transcricio das enzimas AGD (Matteucci et al,

2011).

Os triacilglicerdis constituem a maior parte dos lipidos totais do fruto e a evolucdo do
seu conteudo é muito semelhante a dos acidos gordos totais. Existe uma diminuigdo
razoavel desde a altura da colheita 6tima até a sobrematuracdo. Inicialmente, a
acompanhar a diminuicdo dos triacilglicerdis, observa-se uma fase de aumento dos
diacilglicerdis e acidos gordos livres, devido a uma certa atividade lipasica na polpa;
depois, os diacilgliceréis mantém-se estdveis e os acidos gordos livres diminuem. A
leve regressao dos acidos gordos livres, mantendo-se estaveis os diacilglicerdis pode
explicar-se pela acdo de enzimas de beta oxigenagao que os degradam dando origem a
moléculas de acetato. Estas moléculas, por sua vez, sdo degradadas completamente
pelo ciclo glioxilico. O aumento da percentagem de acido palmitico nos acidos gordos
livres, simultaneamente com a sua diminuicdo nos triacilglicerdis, pode explicar-se por
uma certa especificidade da lipase que atua preferencialmente nos acidos gordos
saturados que ocupam posicOes periféricas na molécula do triacilglicerol (Salah et al,

1984).

Os compostos fendlicos sao um grupo importante de compostos, produzidos no

metabolismo secunddrio de numerosas plantas, na natureza (Bakhouche et al, 2013).
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O conteudo em compostos fendlicos, cuja influéncia na qualidade do azeite é
manifesta, alcanca um maximo quando a maioria dos frutos perde a cor verde e
diminui com o avanc¢o da maturacdo (Conde et al, 2008; Hermoso et al, 1998; Rotondi
et al, 2004). O rapido declinio do conteiddo em compostos fendlicos que ocorre
durante a ultima fase da maturacdo esta provavelmente relacionado com o aumento

da actividade das enzimas hidroliticas durante esta fase (Conde et al, 2008).

A oleuropeina, o maior secoiridoide da azeitona é responsdvel pelo atributo amargo
dos frutos e decresce durante a maturagdo (Yorulmaz, 2013). Quando os frutos tém
cerca de 6 meses, os principais componentes fendlicos sdo glucésidos secoiridoides,
denominados ligstrosido e glucdsido da oleuropeina que ndo sdo detetados no
respetivo azeite virgem. Os precursores dos glucésidos encontram-se no pericarpo da
azeitona mas, a medida que a maturagdo avanga, estes compostos sdao deglucosilados
pelas glucosidases (enzimas glucosidicas), libertando secoiridoides. Estes, juntamente
com varios outros produtos de transformacdo, conseguem atravessar a barreira
agua/azeite e tornar-se importantes antioxidantes no azeite extraido (Owen et al,

2000).

De facto, também Cinquanta et al (2001) afirmam que, apesar da oleuropeina, um
ester glucosidico do acido elendlico e o 3,4-DHPEA, serem os principais compostos
fendlicos nas azeitonas, a sua concentracdo decresce, notavelmente, no decurso da
maturacdo, enquanto o conteddo nos seus derivados, hidroxitirosol, acido elenélico e

dimetiloleuropeina aumenta (Yorulmaz et al, 2013).

Existem diferencas significativas na evolucdo da composicdo fendlica das varias
cultivares de azeitona durante a maturacdo, o que indica que o metabolismo dos
compostos fendlicos difere com a cultivar e/ou origem geografica dos frutos (Yorulmaz
et al, 2013). Conde et al (2008) referem que o conteddo em compostos fendlicos,
tanto quantitativamente como qualitativamente, tem uma importante base genética e
pode ser fortemente afectado por condi¢des pedo-climaticas, técnicas agrondmicas e

maturacdo dos frutos.

Curiosamente, Oueslati et al (2009) referem ndo ter encontrado uma relacdo clara

entre o conteddo em compostos fendlicos totais e o indice de maturagdao das
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azeitonas. Este resultado pode estar relacionado com o facto de azeitonas de dois
estados de maturagao terem sido colhidas no mesmo dia. Os autores concluem que,
provavelmente, a reducdo no conteiddo em compostos fendlicos totais observado em
outros estudos devera ser atribuida ao periodo de colheita e ndo a cor da pele dos
frutos. A degradacdo enzimatica e oxidativa dos compostos fendlicos na azeitona
aumenta com o avang¢o do periodo de colheita como consequéncia provavel da

senescéncia dos tecidos.

Os tocoferdis sdao designados por “vitamina E” e possuem atividade anti-oxidante,
inibindo efectivamente a oxidacdo lipidica dos alimentos e sistemas bioldgicos

(Psomiadou et al, 2000; Beltran et al, 2005).

O termo genérico "vitamina E" é utilizado para designar oito diferentes compostos,
designados a-, B-, y- e 6- (alfa, beta, gama e delta) tocoferois e tocotrienois (Chu et al,
2006). Tanto os tocoferois como os tocotrienois ocorrem em uma variedade de
isdmeros que diferem na estrutura de acordo com o numero e a localizacdo de grupos
metilicos substituintes no anel cromanol. A molécula tocol exibe isomerismo éptico
atribuido aos trés atomos de carbono assimétricos nas posicdes 2, 4' e 8', totalizando
oito formas esteroisoméricas possiveis. Os tocoferois e tocotrienois encontram-se em
proporcdes varidveis nas plantas, sendo as fontes principais os 6leos vegetais,
especialmente o azeite virgem e o isbmero mais abundante o a- tocoferol (Dagdelen et

al, 2012; Psomiadou et al, 2000).

Durante a maturacao, a generalidade dos autores refere um decréscimo do contetdo
em tocoferdis, especialmente em a-tocoferol (Beltran et al, 2005; Hermoso et al, 1998;
Yorulmaz et al, 2013); existem, no entanto, outros que afirmam ser a variacdo do

conteudo em a-tocoferol, dependente da cultivar (Dagdalen et al, 2012)

Como consequéncia da evolucdo dos parametros anteriores: relacdo entre acidos
gordos monoinsaturados e polinsaturados e o conteddo em compostos fendlicos e
tocoferdis, a estabilidade dos azeites extraidos tende a diminuir com o avango da

maturacdo dos frutos (Hermoso et al, 1998).
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A presenga de pigmentos ndao sé determina a cor do produto, mas também influencia
sua a atividade oxidativa, devido ao seu papel como antioxidantes na auséncia de luz e

pro-oxidantes na presenca de luz (Oueslati et al, 2009)

O conteudo em clorofilas e derivados depende do estado de maturacdo das azeitonas
e decresce continuamente desde o inicio até ao final do periodo (Baccouri et al, 2007;

Baccouri et al, 2008; Gandul-Rojas e Mosquera, 1999).

A quantidade de carotenoides diminui ao longo do processo de maturacdo dos frutos
(Baccouri et al, 2008), mas a relagdo carotenos/clorofilas tende a aumentar de forma
consideravel. Sendo estes pigmentos responsaveis pela cor do azeite, esta varia dos
tons verdes aos amarelos, diminuindo também a sua intensidade (Hermoso et al,
1998). A variacdo da cor do azeite depende ndo sé do decréscimo dos teores de
clorofilas e carotendides, mas também da formacdo de outros compostos como as

antocianinas (Baccouri et al, 2007; Baccouri et al, 2008).

A qualidade do azeite virgem depende de vdérios fatores relacionados com a cultura da
oliveira e com a colheita, armazenamento e extracdo dos frutos. De particular
importancia para a qualidade do azeite sdo a cultivar, as condi¢cbes pedoclimaticas,
assim como a fertilizacdo e irrigacdo das arvores. Na realidade, a boa qualidade das
azeitonas no momento da colheita é um fator decisivo, mas ndo o Unico, a assegurar a

boa qualidade do azeite (Giovacchino et al, 2002).

A qualidade do azeite, no que se refere aos indices fisico-quimicos que se determinam,
pode considerar-se que se mantém constante por um certo periodo de tempo apds a
maturagdo 6tima, se os frutos permanecerem na arvore. No entanto, as caracteristicas
organoléticas do fruto modificam-se a medida que se atrasa a colheita, obtendo-se
geralmente os azeites mais aromaticos e frutados no inicio da maturacdo, ainda com

uma percentagem apreciavel de frutos verdes (Kalua et al, 2007).

Nas azeitonas colhidas tardiamente, pode produzir-se uma certa degradagao do azeite
gue altera a sua qualidade. Se a colheita se realiza no periodo étimo de maturacéo,
pode garantir-se tanto o rendimento mdaximo em azeite como a sua boa qualidade
organoléptica (Salah et al, 1984).
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2.4 — COMPOSICAO QUIMICA DO AZEITE

O azeite forma-se principalmente nas células da polpa da azeitona, em pequenas
goticolas rodeadas por uma biomembrana protetora, durante o desenvolvimento e
amadurecimento do fruto. O azeite, assim formado pela natureza, constitui uma
reserva energética para a azeitona fazer face a periodos de crise, quando se liberta da

planta mae, para germinar e dar origem a uma nova planta (Ribeiro, 2005).

A composicdo quimica do azeite virgem divide-se em duas fracGes: a fragao
saponificavel e a fracdo insaponificavel. A fracdo saponificavel (componentes maiores)
inclui os glicerdis, triacilglicerdis e acidos gordos livres, e representa mais de 98% do
peso total do azeite. Esta fracdo caracteriza-se por um equilibrio particular na
composicdo em dacidos gordos, o que o identifica como gordura fundamental numa
dieta lipidica equilibrada (Servilli et al, 2002) e influencia as caracteristicas quimicas,
fisicas e metabdlicas do azeite (Ribeiro, 2005). A fracdo insaponificivel (componentes
menores), que atinge cerca de 2% do peso do azeite, inclui algumas centenas de
compostos, como por ex?, alcoois alifaticos e triterpénicos, esterdis, hidrocarbonetos,
compostos volateis, pigmentos, polifendis e tocoferdis (Servilli et al, 2002). Esta fracao
do azeite é a principal responsavel pelo valor biolégico e nutricional do azeite virgem,
pelas caracteristicas organoléticas e ainda pela sua resisténcia a oxidacao (Gouveia,

1995).

2.4.1 - Fragao saponificavel

Segundo Curci (2001), os acidos gordos livres que constituem os triacilgliceréis do
azeite apresentam uma certa variabilidade, de acordo com a regido de proveniéncia,
havendo, no entanto, uma clara prevaléncia do 4cido oleico. Ghanbari et al (2012)
refere que a composicdo qualitativa em acidos gordos é constante nos diferentes
azeites virgens, variando quantitativamente a percentagem entre eles devido a
diversos fatores como a cultivar, regido, condi¢des climatéricas, quantidade de agua
disponivel durante o crescimento da azeitona, altitude, estado de maturacdo dos
frutos e processo tecnoldgico/condi¢oes de extragdo do azeite (Aguilera et al, 2005;

Aparicio et al, 2002; Gouveia, 1995). Todas as cultivares contém, em maior
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percentagem, acido oleico (C18:1), 4cido linoleico (C18:2), acido palmitico (C16:0) e
acido estearico (C18:0) Seguem-se os acidos palmitoleico (C16:1), linolénico (C18:3) e
araquidco (C20:0) e, finalmente, com uma percentagem geralmente inferior a 0,2%, os
acidos beénico (C22:0), eicosendico (C20:1) e lignocérico (C24:0). O acido oleico
predomina sempre com uma percentagem que varia entre os 55% e os 83% do total de
acidos gordos (Ghanbari et al, 2012). Os acidos gordos polinsaturados com uma cadeia
de 18 atomos de carbono (C18) como o 4cido linoleico (C18:2 w-6) e o a-linolénico
(C18:3 w-3) nao sao sintetizados pelo corpo humano, sendo essencial o seu
fornecimento através da dieta uma vez que sdao componentes indispensaveis na
estrutura e funcdes celulares. As duas séries, w-6 e w-3, estdo em contraste em
numerosos aspectos. Assim, é importante que estejam presentes na dieta numa
correcta relacdo, uma vez que o excesso de dacido linoleico pode prevenir a sintese
enddgena da longa cadeia do acido a-linolénico, fundamental no desenvolvimento do
cérebro e da retina (Viola et al, 2009). De acordo com o mesmo autor, a Organizacado
Mundial de Salde recomenda que a razdo entre os acidos linoleico e linolénico esteja
compreendida entre 5:1 e 10:1, o que se encontra no azeite virgem e ndo na maioria

dos outros 6leos vegetais.

Os triacilglicerdis apresentam varias insaturacdes nas cadeias dos acidos gordos. Essas
insaturacdes tornam as estruturas hidrocarbonadas mais suscetiveis a oxidacao pelo
oxigénio e favorecem a producdo de compostos volateis secundarios, de aroma e
sabor desagradaveis. A producdo de acido oleico, que é especialmente propicio a
reacao de oxidacdo, tende a ser superior em azeites provenientes das regiées mais
quentes do sul da regido mediterranica, em relacdo a azeites de outras zonas (Owen et

al, 2000).

A maior parte dos dacidos gordos do azeite estdo presentes na estrutura dos
triacilglicerdis, sendo os trés principais triacilglicerdis os 000 (43,5%), POO (18,4%) e
OOL (6,8%) onde O representa o 4cido oleico, P o acido palmitico e L o acido linoleico
(Kiritsakis et al, 2000). Gouveia (1996) refere que, devido ao facto do acido oleico ser o
acido gordo de maior relevo, existe uma grande predominancia do triacilglicerol

trioleina (O0O0) sobre os demais triacilglicerdis existentes.
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De acordo com o mesmo autor, os acidos gordos monoinsaturados e polinsaturados
situam-se, predominantemente, na posi¢do B dos glicéridos e os restantes distribuem-

se nas posi¢bes a e a'.

Os limites estabelecidos pelo Regulamento (EU) n2 61/2011 da Comissdo de 24 de

Janeiro, para os acidos gordos existentes no azeite sdo os seguintes:

Tabela 3 Nome, férmula quimica e limites dos dcidos gordos existentes no azeite

NOME COMUM NOME CIENTIFICO FORMULA PERCENTAGEM

Miristico tetradecanoico Cy3H,,COOH <0,05
C14:0

Palmitico hexadecanoico Cy5 H3,COOH 7,5-20,0
Cl16:0

Palmitoleico 9-cis- hexadecenoico C45H,9COOH 0,3-3,5
Cil6:1

Margarico heptadecandico Cy16H33COOH <0,3
C17:0

Margaroleico heptadecendico Cy6H24COOH <0,3
Ci17:1

Estearico octadecandico C;7H3sCOOH 0,5-5,0
C18:0

Oleico 9-cis- octadecendico Cy7H33COOH 55,0 — 83,0
Cci18:1

Linoleico 9,12-cis- octadecadiendico C17H3;COOH 3,5-21,0
C18:2

Linolénico 9,12,15-cis- octadecatriendico C,7H,,COOH <1,0
C18:3

Araquidico eicosandico C19H35COOH <0,6
C20:0

Eicosendico eicosendico C19H3¢COOH <0,4
C20:1

Beénico docosandico C,,H43COOH <0,2
C22:0

Lignocérico tetracosandico Cy3H47COOH. <0,2
C24:0

De acordo com o Regulamento (EU) n261/ 2011, para os azeites virgens, o valor da
soma dos isdmeros transoleicos é < 0,05 e a soma dos isomeros translinoleicos e dos

isdbmeros translinolénicos é < 0,05.

A relagao entre acidos gordos monoinsaturados, normalmente designados por AGMI
ou MUFA, e polinsaturados, designados por AGPI ou PUFA, é um parametro

importante, sendo a razdo acido oleico/ acido linoleico util para caracterizar cultivares;
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com uma relacdo bem definida com a estabilidade, um azeite serd tanto mais

resistente a oxidagao quanto maior for esta razao (Aguilera et al, 2005; Ribeiro, 2005).

No azeite, os acidos gordos livres resultam da hidrdlise dos triacilglicerdis, em maior
extensdo, mas também dos diacilgliceréis e dos monoacilgliceréis, quer por acao
microbiana, quer por acdo enzimatica (lipases), acelerada pela temperatura e
catalisada principalmente pela luz, por outras radiagdes e por vestigios de metais como
o ferro, o cobre e o niquel. Os acidos gordos livres sdo responsaveis pela percentagem
de acidez do azeite. Mas condi¢cdes de armazenamento da azeitona, por exemplo,
podem resultar num aumento consideravel da acidez livre do azeite, com consideravel

prejuizo da sua qualidade (Costa, 2012).

O azeite virgem tem caracteristicas nutricionais muito apreciadas devido a sua
composi¢cdo em dacidos gordos. Uma dieta sauddvel deve conter uma quantidade
limitada de acidos gordos saturados para diminuir o nivel de colesterol total e um
elevado conteudo em 4acidos gordos monoinsaturados para prevenir o risco de
doencas cardiovasculares, reduzir a necessidade de insulina pelo organismo e baixar a

concentragdo de glucose no plasma (Zarrouk et al, 2009).

A descricdo de uma cultivar especifica com base no seu perfil em acidos gordos é
importante, uma vez que este parametro é um dos parametros de qualidade de um
azeite virgem e tem um poder discriminante positivo permitindo distinguir azeites
virgens elementares, mesmo quando origindrios de areas geograficas muito préximas

(Gurdeniz et al, 2008).

De acordo com Rondanini et al (2011), existe uma relacdo negativa entre o conteldo
em acido oleico e a temperatura média ambiente durante a acumulacao de azeite no
fruto, sugerindo haver diferencas no controlo metabdlico da sintese de azeite para as
cultivares. Também Matteucci et al (2011) sugerem haver uma influéncia da
temperatura na biossintese dos acidos gordos que se traduz no aumento no teor de
acido linoleico e na diminuicdo do acido linolénico associados com a aclimatacdo das
cultivares as baixas temperaturas.Uma vez que a actividade da galactolipase é
aumentada em variadas situagOes de stress, havera um aumento da producdo de acido

linoleico livre nos cloroplastos devido ao aumento da actividade da galactolipase
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guando a temperatura desce. Em um ensaio realizado pelo autor é referida a
caracterizagao recente de duas lipoxigenases nas azeitonas das cultivares Arbequina e
Picual. Ap6s um aumento do nivel de transcrigao das duas enzimas nas duas cultivares,
houve uma descida acentuada na cultivar Picual, resistente ao frio, o que prova a
existéncia de diferencas entre gendtipos relacionadas com a temperatura .Assim
Matteucci et al (2011) concluem que o frio (temperatura de 102C durante 14 dias
correspondentes a fase mais activa de producdo de azeite nas células) induz altera¢des
na transcricdio destas enzimas durante a biogénese do azeite. Para os gendtipos
sensiveis a temperatura, o teor de acidos gordos polinsaturados linoleico e linolénico
aumentou nas drupas expostas as baixas temperaturas durante a fase mais intensa da
transcricdo enzimatica. Nos gendtipos resistentes as baixas temperaturas ndo se
encontraram diferencas significativas nos teores de acido linoleico e linolénico quando
comparados com as amostras controlo (a 302C). Ndo houve alteragées no contetdo

em acido oleico com a variacdo da temperatura em ambas as cultivares.

Apresenta-se, de seguida, a tabela 4 onde se pretende mostrar, com base na
bibliografia consultada, as diferencas no perfil dos acidos gordos de acordo com a

cultivar e com a regido de origem do azeite.
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Tabela 4 Perfil acidico de azeites virgens provenientes de diferentes cultivares e origens

geograficas

Cultivar Regiao C16:0 | C16:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | O/L Referéncia
Arbequina | Espanha 13,3 - - 70,5 11,7 - 6,02 | Allalout et al (2009)
Arbequina Marrocos 17,7 1,9 1,9 69,1 8,13 0,5 8,49 | Farid et al (2013)
Arbequina | Marrocos 14,3 - 2,0 67,1 13,2 0,8 5,08 | Gharby et al (2013)
Arbequina Portugal 17,1 2,3 1,7 62,9 13,8 0,6 4,56 | Baer (2013)*
Arbequina | Tunisia 17,4 2,9 1,7 60,1 16,2 0,7 3,70 | Zarrouk et al (2009)
Arbequina | Tunisia 17,6 2,4 1,9 58,8 12,9 0,6 4,63 | Allalout et al (2009)
Arbequina | Argentina 19,2 3,3 1,6 51,8 21,9 1,0 2,36 | Rondanini et al (2011)
Arbosana Marrocos 13,7 1,3 1,9 75,7 5,7 0,6 | 13,37 | Farid et al (2013)
Arbosana Espanha 13,4 - - 74,3 7,6 - 9,78 | Allalout et al (2009)
Arbosana Tunisia 17,8 2,1 2,1 64,8 12,1 0,5 5,36 | Allalout et al (2009)
Arbosana Argentina 16,5 2,8 2,0 61,0 15,6 0,9 3,91 | Rondanini et al (2011)
Ayalik Turquia 15,4 1,8 2,4 67,3 12,0 0,5 5,63 | Gurdeniz et al (2008)
Chemlali Tunisia 19,7 2,2 2,8 54,9 18,1 0,9 2,99 | Zarrouk et al (2009)
Chetoui Tunisia 15,1 0,4 2,7 66,7 13,9 0,7 4,81 | Haddada et al (2008)
Cobrangosa | Portugal 9,93 0,3 4,1 78,0 6,1 0,6 11,1 | Matos et al (2007)
Coratina Italia 9,7 - 2,1 79,5 5,8 0,5 | 13,82 | Aparicio et al (2002)
Coratina Tunisia 13,5 1,1 2,7 70,9 9,8 1,0 7,26 | Zarrouk et al (2009)
Coratina Argentina 12,9 0,7 2,1 68,9 12,9 0,9 5,34 | Rondanini et al (2011)
Frantoio Italia 12,9 1,1 2,1 75,3 7,3 0,6 | 10,30 | Marini et al (2004)
Frantoio Espanha 12,7 1,0 1,6 74,6 8,6 0,5 8,67 | Aguilera et al (2005)
Frantoio Argentina 15,4 1,6 2,3 63,1 15,3 1,0 4,12 | Rondanini et al (2011)
Hojiblanca Espanha 12,0 0,7 2,0 75,0 7,6 0,9 9,87 | Beltran et al (2005)
Hojiblanca | Argentina 15,8 1,4 2,2 69,8 8,0 1,3 8,72 | Rondanini et al (2011)
Koroneiki Creta 15,0 - 2,4 77,1 4,7 0,4 | 16,40 | Aparicio et al (2002)
Koroneiki Grécia 10,4 -—-- - 76,2 8,3 - 9,14 | Allalout et a/ (2009)
Koroneiki Marrocos 15,7 1,2 0,5 76,2 5,3 0,6 | 14,50 | Farid et al (2013)
Koroneiki Tunisia 11,7 1,1 2,2 75,5 8,6 0,3 8,85 | Allalout et al (2009)
Koroneiki Tunisia 12,9 1,2 2,5 74,4 7,1 0,9 | 10,48 | Zarrouk et al (2009)
Leccino Espanha 13,8 1,2 1,7 76,0 6,0 0,5 12,7 | Aguilera et al (2005)
Leccino Italia 13,4 1,2 1,8 75,1 6,3 0,7 | 11,92 | Marini et al (2004)
Madural Portugal 10,2 0,3 2,2 71,8 12,3 0,9 5,6 | Matos et al (2007)
Picholine Marrocos 9,2 -—-- 2,9 74,6 10,7 0,9 6,97 | Gharby et al (2013)
Picual Espanha 11,7 1,0 2,2 79,7 3,2 0,4 | 24,75 | Beltran et al (2004)
Picual Espanha 10,5 - 2,9 79,2 5,1 0,8 | 15,52 | Aparicio et al (2002)
Picual Portugal 12,9 1,2 2,5 74,1 5,5 0,8 | 13,44 | Baer (2013)*

Picual Argentina 13,8 1,7 2,5 71,9 7,7 1,0 9,34 | Rondanini et al (2011)
Gemlik Turquia 14,2 1,5 3,2 70,9 9,0 0,4 7,90 | Gurdeniz et al (2008)
Memecik Turquia 13,8 1,1 2,1 69,6 12,3 0,4 5,68 | Gurdeniz et al (2008)
Verdeal T Portugal 10,0 0,4 2,8 81,0 2,9 0,6 23,0 | Matos et al (2007)

*Dados ndo publicados

Os resultados apresentados sdo valores médios obtidos muitas vezes em vdrias

campanhas e diferentes estados de maturacdo e condi¢cdes edafo-climaticas. De

realcar as diferengas no perfil acidico na mesma cultivar em diferentes areas

geograficas, de acordo com o verificado por varios autores. A insaturacdo tende a

aumentar com a latitude e o contelddo em acido oleico a diminuir com o aumento da

temperatura na altura da formacdo do azeite no fruto. Em algumas amostras ndo se
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cumprem os limites referidos na legislacdo europeia. A ultima coluna refere-se a
relacdo 4acido oleico/ acido linoleico que tende a ser caracteristica para uma dada
cultivar numa determinada regido. Confirmando o que diz Zarrouk et al (2009),
observa-se, para a maioria das cultivares, uma diminui¢cdo do teor de acido oleico e um
aumento das percentagens dos acidos palmitico e linoleico em relacdo aos valores

obtidos nos azeites extraidos de azeitonas cultivadas nos seus locais de origem.
2.4.2 - Fragao insaponificavel

O azeite virgem é um alimento funcional que, para além do seu elevado conteido em
acidos gordos momoinsaturados contém multiplos componentes menores com
propriedades bioldgicas (Covas et al, 2006) que contribuem, em grande parte, para a
sua accdo benéfica no plano da saude e para manter a qualidade quimica e

organoléptica do azeite (Montignac, 2001).

- Ceras: sdo ésteres de um dlcool alifatico monovalente superior com um 4acido gordo
de alto peso molecular e encontram-se no azeite virgem em pequena quantidade,
provenientes dos tegumentos das sementes e epicarpos dos frutos. Durante a
conservacdo do azeite, as ceras decompdem-se por hidrdlise, encontrando-se, assim,

alcoois livres na fracdo insaponificavel (Curci, 2001).

- Compostos fendlicos: compostos fendlicos ou polifendis é o termo usado para
definir as moléculas que possuem um anel de benzeno, ou anel aromatico, ligado a um
ou mais grupos hidroxilicos (ésteres, metil ésteres, glucdsidos, entre outros). Sdo,
geralmente, metabolitos das plantas, derivados da fenilalanina ou tirosina, tendo sido
ja identificados cerca de 8000 compostos individuais que vao desde acidos fendlicos
simples, derivados do acido benzoico ou acido cinamico, até a familia complexa dos

flavonoides e taninos (Soto-Vaca et al, 2012).

A maior parte dos compostos fendlicos encontra-se na natureza numa forma
conjugada, esterificados nos glucdsidos e, sdo reagdes naturais de oxidacdo e de
hidrdlise que ocorrem nos frutos que provocam a sua libertacdo. Estes compostos
estdo relacionados com a qualidade sensorial e nutricional dos vegetais frescos e

processados devido a formacdo/ alteracdo da cor e do “flavour” e a perda de
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nutrientes. A atividade antioxidante destes compostos é de grande importancia para a

industria alimentar (Gouveia, 1995; Tsimidou, 1998).

O azeite virgem é o Unico 6leo vegetal com quantidades aprecidveis de substancias
fendlicas naturais, que |he conferem o gosto amargo e frutado e contribuem, em
grande parte, para a sua resisténcia a oxidacdo (Gouveia, 1995). Estes compostos tém
a capacidade de doar um atomo de hidrogénio a um radical lipidico formado durante a
fase de propagacdo da reacdo de oxidacao contribuindo, assim, para a estabilidade do
azeite. Também complexam os metais, tornando-os inativos como catalisadores da

reacao (Morelld et al, 2004; Ribeiro, 2005).

De acordo com Owen et al (2000), a maior parte dos compostos fendlicos encontrados
no azeite virgem pertencem a trés diferentes classes: fendis simples (hidroxitirosol,
tirosol); secoiridoides (oleuropeina, aglicona do ligstrésido e os seus respetivos
derivados descarboxilados) e os lignanos ((+)-1-pinoresinol e o (+)-1-

hidroxipinoresinol).

Os compostos fendlicos maioritdrios no azeite virgem s3o os secoiridoides
(oleuropeina, agliconas da oleuropeina e derivados, agliconas do ligustrésido e
derivados, derivados do p-hidroxifeniletanol), alcoois fendlicos, acidos fendlicos e

hidroxi-cromanos (Ribeiro, 2005; Haddada et al, 2008).

Os fendis livres, presentes no azeite virgem, sdao muito numerosos: fendis acidos
mono, di e trihidroxilados e fendis neutros como ésteres e éteres. Os mais conhecidos
sdo as tetrahidroxiflavonas, luteolina, apigenina e glucdsidos; os acidos cinamicos e
seus derivados, acido cafeico (3,4-hidroxicindmico), acido p-cumarico e verbascosido;
os acidos fendlicos, vanilico, p-hidroxibenzdico, siringico (4-hidroxifeniletanol) e
hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol), que sdo os mais abundantes e caracteristicos

do azeite virgem (Gouveia, 1995).

O ultimo grupo de fendis encontrados no azeite sdo os lignanos, sendo o (+)-1-
pinoresinol e o (+)-1-hidroxipinoresinol, os lignanos mais frequentes (Servilli et al,

2002).
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De acordo com Gutiérrez et al (2001) e Aparicio et al (2002), o poder antioxidante dos
compostos fendlicos existentes no azeite virgem é devido essencialmente ao
hidroxitirosol e a aglicona da oleuropeina, embora compostos como o (3,4-
dihidroxifenil) etanol, (p-hidroxifenil) etanol e acidos fenilicos como o acido cafeico,
acido p-cumarico, acido ferulico, acido siringico e acido vanilico também contribuam

para a estabilidade do azeite virgem.

Velasco et al (2002) concluem que a contribuicdo dos compostos fendlicos para a
estabilidade do azeite ndo é simples nem estd diretamente relacionada com o
conteudo em polifendis totais. Aparentemente, a contribuicdo final para a estabilidade
pode depender de um efeito sinergético com outros compostos ou com algumas

outras caracteristicas relacionadas com a cultivar.

O conteudo em compostos fendlicos é um fator importante a considerar quando se
avalia a qualidade de um azeite virgem, uma vez que estes compostos tém uma forte
atividade antioxidante e contribuem significativamente para a sua grande estabilidade.
Os compostos fendlicos possuem propriedades anticancerigenas, antioxidantes e anti-
inflamatdrias no organismo humano e contribuem para as propriedades sensoriais dos

azeites virgens conferindo amargor e adstringéncia (Ouni et al, 2011).

De acordo com o mesmo autor, a concentracao e composicao fendlica dos azeites
virgens é fortemente afetada por fatores agrondmicos e tecnoldgicos, como a cultivar,
regido, clima, grau de maturacdo das azeitonas, época da colheita e processo de
extracdo, podendo a concentracdo de compostos fendlicos no azeite virgem variar

entre 50 e 800 mg/ kg.

Servilli et al (2002) referem que a concentracdo fendlica do azeite virgem parece ser
grandemente afetada pela disposicao e distribuicdo de agua durante o ciclo vegetativo

da oliveira.

- Compostos volateis e aromaticos: a fragancia e o sabor caracteristicos do azeite
virgem devem-se a um certo nimero de compostos organicos voldteis e alguns
compostos fendlicos, muitos dos quais normalmente presentes numa concentragdo

baixa. Estes compostos volateis podem ser usados como indicadores da qualidade do

32



azeite, da producdo de compostos caracteristicos de azeites defeituosos, na deteccao
de adulterantes e na identificagdo da cultivar de azeitona (Lorenzo et al, 2002). O seu
conteudo é varidvel com a cultivar, regido geografica, grau de maturacdo e método de
extracdo (Baccouri et al, 2008) Até a data foram identificados cerca de 280 compostos
do aroma do azeite virgem (Boskou et al, 2006), de natureza quimica muito variada,
entre os quais se encontram hidrocarbonetos saturados, insaturados, aromaticos e
terpénicos; alcoois; aldeidos; ésteres; fendis e derivados; terpenos oxigenados e
derivados do furano. Porém, os compostos realmente responsdveis pelas notas
olfativas caracteristicas do azeite virgem representam apenas uma fracdo do total
destes compostos. De facto, se por um lado, nem todos os componentes identificados
tém odor, por outro lado alguns destes compostos foram encontrados no azeite em
concentracdo tao baixa que se supde que a sua contribuicdo para o aroma global seja
pequena (Ribeiro, 2005; Ruiz-Samblas, 2012).Assim, existem varios factores quimicos
como a volatilidade, caracter hidrofébico, tipo e posicdo dos grupos funcionais que
estdo mais relacionados com a intensidade do odor de um determinado composto

volatil do que a sua concentracao.

Ruiz-Samblas (2012) refere que os principais compostos organicos volateis referidos no
azeite virgem sdo compostos volateis de forma geral C6 e C5, como por exemplo o
hexanal, o trans-2-hexenal e o hexano-1-ol. Estes compostos sdo originados a partir
dos acidos gordos polinsaturados através de uma cascata de reacdes denominadas de
mecanismo da lipoxigenase e as suas concentracdes no azeite dependem da actividade
de cada uma das enzimas envolvidas. No entanto, podem ainda formar-se compostos
organicos volateis, geralmente associados com defeitos sensoriais a partir de outros
mecanismos como na auto-oxidacdo dos acidos gordos ou da actividade de enzimas

exogenas provenientes de microorganismos (Kalua et al, 2007).

A formacdo destes compostos da-se principalmente nos cloroplastos, a partir da
oxidacdo dos acidos gordos através de mecanismos intracelulares biogénicos (Kalua et
al, 2007). Alguns destes compostos estdo presentes nos tecidos intactos dos frutos e
outros sao formados durante a destrui¢ao da estrutura celular nas etapas de extragao
do azeite, devido a reagdes enzimaticas na presenga de oxigénio (Kalua et al, 2007).

Quando a membrana lipoproteica, que cobre e protege as gotas de azeite, entra em
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contacto com os cloroplastos, os compostos volateis ligam-se ao substrato lipidico

(Gouveia, 1995).

Os compostos volateis e fendlicos sdao assim largamente responsdveis pelo “flavour”
dos azeites virgens e determinantes na preferéncia dos consumidores (Gémez-Rico et

al, 2009)

- Dialcoodis triterpénicos: estes compostos estdo presentes numa quantidade que
varia entre 500 e 3000 mg/Kg, sendo os dois principais alcoois triterpénicos existentes
no azeite virgem o eritrodiol e o uvaol. A sua concentracdao depende essencialmente
da cultivar situando-se, no caso do eritrodiol entre 19 e 69 mg/Kg (Ghandari et al,
2012). Os teores de eritrodiol e uvaol sdo usados como pardmetros de qualidade. Um
teor elevado destes dialcoois triterpénicos (superior a 4,5%) é um indicativo de azeites
ou Oleos obtidos por solventes e pode ser um indicativo de adulteracdo do azeite
virgem (Grob et al, 1990). Segundo o Regulamento (EU) n2 61/2011 da Comissdo de 24
de Janeiro, anexo I, o limite maximo de eritrodiol e uvaol é de 4,5% para todas as

categorias comerciais de azeite (azeite virgem extra e azeite virgem).

- Esterdis vegetais: os esterdis vegetais incluem a maior parte dos compostos
insaponificaveis do azeite. Derivam do esqualeno e formam um grupo de triterpenos.
O conteldo de esterdis no azeite virgem varia entre 1000 e 2300 ppm e inclui
compostos como brassicasterol, stigmasterol, campesterol, delta-7-stigmastenol e B-
sitosterol. O B-sitosterol é o esterol mais abundante correspondendo a cerca de 90%
do teor total de esterdis existentes no azeite virgem (Canabate-Diaz et al, 2007). Esta
composicdo é afectada pela cultivar, altura da colheita, grau de maturagao, tempo de
armazenamento dos frutos antes da extracdo e método de extracdo do azeite (Boskou
et al, 2006). Os esterdis vegetais sdo estruturalmente semelhantes ao colesterol, com
modificacGes na cadeia lateral que incluem a adicdo de uma dupla ligacdo e/ou um
grupo metilico ou etilico (Sivakumar et al, 2006). A ac¢do destes compostos na
diminui¢do do nivel de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no sangue deve-se a
interferéncia com a solubilizacdo do colesterol nas miscelas intestinais, diminuindo a
sua absor¢ao Possuem ainda algum efeito anticancerigeno, propriedades anti-

inflamatdrias e actuam como moduladores do sistema imunitario (Quillez et al, 2003).
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- Hidrocarbonetos: formam-se como produtos colaterais durante a sintese dos acidos
gordos e compreendem o esqualeno (12 a 75% do total da matéria insaponificavel) e o
B-caroteno, de acdo vitaminica A e antioxidante com teores que podem variar entre
0,3 a 3,7 mg/ Kg de azeite (Gouveia, 1995). O azeite virgem é, entre os 6leos vegetais,
aquele que contém a maior quantidade de esqualeno, sendo este composto um
precursor bioquimico dos esterdis vegetais e do colesterol (Harwood et al, 2000). O
teor de esqualeno no azeite virgem é especialmente elevado quando comparado com
outros éleos e gorduras usados na alimentacdo, podendo atingir cerca de 0,7% (7
mg/g). E considerado um componente importante na dieta mediterranica devido ao
seu potencial preventivo contra o cancro. Uma ingestdo diaria de cerca de 40g de
azeite virgem fornecem a quantidade necessaria de esqualeno para que haja um efeito
inibitério consideravel contra o desenvolvimento do cancro (Newmark et al, 1999).
Este hidrocarboneto apresenta ainda um efeito fotoprotectivo da pele contra os raios
solares devido a sua acg¢ao antioxidante como filtro bioldgico contra o oxigénio

singulete (Owen et al, 2000).

- Pigmentos: Fendmenos de particao implicados no processo de extracdo do azeite
virgem determinam a distribuicdo dos pigmentos da azeitona entre a fase sdlida
(bagaco) e as fases liquidas (dgua e azeite). Devido a natureza hidrofilica das
antocianinas e a natureza lipofilica dos pigmentos dos cloroplastos, os primeiros ficam
retidos no bagaco e na dgua de vegetacdo, passando as clorofilas e carotendides para a
fase oleosa (Gambaro, 2014). A cor do azeite virgem é, assim, devida a presenca de
pigmentos, como as clorofilas e os carotenoides (Kiritsakis e Christie, 2003), estando as
tonalidades esverdeadas associadas a um teor mais elevado de clorofilas e as

tonalidades amareladas ou douradas ao conteldo em carotenoides (Costa, 2012).

Apesar da cor do azeite ndo se encontrar entre os critérios de classificacdo dos azeites
virgens (Gambarro et al, 2014), o papel destes pigmentos na cor do azeite virgem é
altamente significativa, uma vez que é a primeira caracteristica sensorial a ser avaliada
pelos consumidores. De facto, existem consumidores que se sentem mais atraidos por
azeites verdes, mais ricos em clorofilas, e outros que preferem os azeites mais

amarelados, ricos em carotenoides e feofitinas (Cerretani et al, 2008).
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Os carotenoides sdo polisoprendides de hidrocarbonetos, alcoois ou 4acidos
carboxilicos e sdo lipossoluveis. Contém um numero consideravel de ligagdes duplas
conjugadas, o que lhes confere a cor amarela, laranja ou vermelha. Compreendem
quatro grupos principais: os carotenos (hidroxicarbonetos da série C40), as xantofilas
(derivados hidroxilados ou ceténicos) e, ainda, os acidos carotenoides e os ésteres
xantofilicos. Os carotenoides mais importantes sao os a, B e y-carotenos e o licopeno,

todos com a férmula molecular C4oHsg (Gouveia, 1995).

Os principais carotenoides presentes no azeite virgem sao o B-caroteno, a luteina, a
violaxantina e a neoxantina. Estes compostos, em particular o B-caroteno, sdo
eficientes antioxidantes. Normalmente o conteldo total de carotenoides varia entre 1
e 20 mg/ Kg de azeite, encontrando-se o B-caroteno numa concentracdo que varia
entre 0,5 e 4mg/ Kg (Morelld et al, 2004). O seu efeito antioxidante faz-se sentir para

concentragdes superiores a 1mg/ Kg (Gouveia, 1995).

De acordo com Ninfalli et al (2002), o B-caroteno aumenta marcadamente a
estabilidade do azeite virgem exposto a luz solar ou fluorescente, uma vez que a
molécula é capaz de bloquear o oxigénio singulete, retardando o mecanismo da foto-
oxidacdo. Este efeito deriva da longa cadeia de duplas liga¢cdes conjugada da molécula

(Costa, 2012).

Os pigmentos verdes do azeite virgem identificam-se com clorofilas. Contém o
chamado nucleo porfirinico, com um atomo de magnésio no centro. Este nucleo é
constituido por quatro aneis pirrélicos azotados, complexados com magnésio e ainda

com dois grupos éster (Gouveia, 1995).

As clorofilas a e b encontram-se na natureza numa proporcao 3:1 e diferem nos
substituintes do carbono C-3. Enquanto, na clorofila a, o anel porfirina contém um
grupo metil (-CHs), na clorofila b contém um grupo aldeido (-CHO) (Batinas, 2006). Ao
degradarem-se, as clorofilas a e b perdem o ido magnésio e dao origem as respetivas

feofitinas a e b (Gouveia, 1995).

A acdo pro-oxidante dos compostos clorofilinos €, por ordem decrecente: feofitina b,

feofitina a, clorofila b e clorofila a) (Costa, 2012).
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A clorofila, que funciona como antioxidante na auséncia de luz, apresenta um efeito
fotocatalitico, acelerando a oxidagao, assim que é exposto a luz. Na presenca de luz, os
pigmentos clorofilinos ativam o oxigénio para o estado singulete — oxigénio ativado —
permitindo a foto-oxidacdao ou adigdo direta de oxigénio as cadeias de acidos gordos. A
foto-oxidacdo é mais rapida do que a auto-oxidacdo pelo que a presenca das clorofilas

no azeite é geralmente assinalada por um efeito pro-oxidante (Henriques et al, 2001).

Na figura 4 apresentam-se as estruturas dos principais pigmentos presentes no azeite.

CH,

HaC

CH4

HyC
CH, CH, CH,
\
HaC NN OCH,
2

B-caroteno clorofila a

Figura 4 Estrutura quimica das moléculas de B-caroteno e clorofila a (adaptado de Sigma-
aldrich, 2015)

- Tocoferdis: os tocoferdis sdo antioxidantes de natureza fendlica, quase sempre na
forma livre, mas podendo apresentar-se sob a forma esterificada com um 4acido gordo.
Embora na forma esterificada a sua solubilidade aumente nas gorduras, perdem
contudo toda a atividade como antioxidantes. Os tocoferdis (a, B, y e 6), além de
atividade antioxidante, tém também atividade vitaminica E, que decresce pela ordem
apresentada. O mais ativo é o tocoferol a, composto por um nucleo hidroxicromano,
com um grupo hidroxilo fendlico responsavel pela atividade antioxidante, e uma
cadeia hidrocarbonada lateral saturada com 16 atomos de carbono. Possui trés grupos
metilo fixados no nucleo hidroxicromano, enquanto que os tocoferdis B e y s6 tém dois

e 0 & s6 um (Gouveia, 1995).

Segundo Escuderos et al (2009), o termo vitamina E engloba ndo sé os tocoferdis mas
também os tocotriendis a, B, y e 6, que diferem em relagdo ao nimero e posicdo dos
grupos metilo no anel cromanol. A estrutura dos tocotriénois difere da dos tocoferdis
por possuir trés duplas ligacdes trans na cadeia hidrocarbonada. O autor refere que os

tocotriendis ndo estdo presentes no azeite virgem e que apenas se quantificaram os
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tocoferdis a, B e y em percentagens que variam entre 52 — 87%, 15 — 20% e 7 — 23%,
respetivamente. De acordo com Blekas et al (2002), o tocoferol a pode atingir uma
concentra¢do de cerca de 300 ppm, o que suporta a relagdo ideal vitamina E/ acidos
gordos polinsaturados que nao devera ser inferior a 0,5 mg de vitamina E por g de
acidos gordos polinsaturados. No azeite virgem este valor situa-se geralmente entre
1,5 e 2,0 enquanto que nos outros éleos vegetais raramente atinge o valor 0,5 (Viola et

al, 2009).

A importancia destes compostos é suportada pela evidéncia do seu papel na qualidade
e autenticidade do azeite virgem e também pela sua contribuicdo para a saude (Sayago

et al, 2007).

De acordo com Deiana et al (2002), os tocoferdis contribuem para a capacidade
antioxidante do azeite virgem e aumentam a estabilidade durante a fritura,
protegendo-o da degradacdo termo-oxidativa. Previnem a foto-oxidacdo reagindo
fisica ou quimicamente com o oxigénio singulete, aumentando assim a estabilidade
oxidativa do azeite durante o armazenamento quando exposto a luz (Kamal-Eldin et al,
1996) Ghanbari et al (2012) refere a a¢do do tocoferol a protegendo o organismo
contra os radicais livres, prevenindo disturbios cutdneos, cancro e aterosclerose. O
autor afirma ndo se conhecer ainda completamente o mecanismo de actuagao destes
compostos, parecendo haver uma relacdo sinergética entre a acdo antioxidante de

alguns compostos fendlicos e dos tocoferdis.

Os trabalhos de Blekas et al (1995) parecem indicar que os compostos fendlicos
polares sdo inibidores mais importantes nas fases iniciais da auto-oxidacdo, enquanto
o tocoferol a se torna efetivo quando os produtos primarios da auto-oxidacdo atingem

uma concentracgao critica.

Wagner et al (2000) testaram o efeito antioxidante da adicdo de quantidades
crescentes de tocoferdis individuais (a, y e 6) e de misturas destes compostos com
concentragdes relativas varidveis a um azeite virgem. Verificaram que, para todos os
niveis crescentes de adicdo dos tocoferdis individuais considerados, houve um
aumento significativo da estabilidade oxidativa. Este efeito foi mais pronunciado com o

tocoferol y. Ja com a adigao das misturas de tocoferdis o resultado nao foi o mesmo. O
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tocoferol a inibiu pronunciadamente o efeito antioxidante dos tocoferdis y e 6 . No
entanto, as misturas de y/6 apresentaram um efeito protetor mais pronunciado do
gue adicionados separadamente. Na figura 5 apresenta-se a estrutura molecular dos

diferentes tocoferdis mencionados.

CH,

o - tocoferol: R, =R, =R, =CH,

B - tocoferol: R, =R, =CH,; R, = H
Y - tocoferol: R, =H; R, =R, =CH,
3 - tocoferol: R, =R, = H; R, = CH,

Figura 5 Estrutura quimica dos tocoferdis a, B, y e 6. (Adaptado de Baer, 2006)

- Vitaminas: as vitaminas lipossollUveis também estdo presentes no azeite virgem. As
principais sao a vitamina A ou retinol, a vitamina D ou calciferol, nas duas variantes D,

e D3, a vitamina E ou tocoferol a e a vitamina K (Gouveia, 1995).

2.4.3 - Composi¢cao em antioxidantes de azeites virgens extraidos de diferentes
cultivares

A composicao em antioxidantes de um azeite virgem é altamente dependente, ndo s6
da cultivar, mas também do estado de maturacdo das azeitonas na altura da colheita,
das caracteristicas edafo-climaticas da regido e das condicbes de extracdo e
armazenamento do azeite virgem. No entanto, Tura (2007) confirmou, com os seus
trabalhos, que a cultivar é o fator mais importante a influenciar o perfil antioxidante
do azeite. Assim, a seguir, apresenta-se uma compilacdo, com base na bibliografia
consultada, dos principais compostos antioxidantes de azeites virgens provenientes de
diferentes cultivares de azeitona em diversas regides, independentemente de outros

fatores de variacao.
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Tabela 5 Composi¢cdo em antioxidantes de azeites virgens provenientes de diferentes
cultivares e origens geograficas

cultivar regido Polif. T | Hidroxi | Tirosol | tocofa | tocof B | tocofy | Referencia

mg/ Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg
Arbequina | Tunisia 108,3 3,38 7,72 164,6 Allalout et al (2009)
Arbosana Tunisia 137,8 28,53 15,07 200,2 Allalout et al (2009)
Chemlali Tunisia 112,0 4,21 9,54 329,0 10,43 4,83 | Bacouri et al (2008)
Chétoui Tunisia 454,5 47,62 24,33 326,0 5,78 14,46 | Bacouri et al (2008)
Chétoui Tunisia 321,7 1,59 2,72 362,9 Haddada et al (2008)
Edremit Turquia 690,2 0,50 152,0 4,24 5,29 | Yorulmaz et al (2013)
Frantoio Espanha 680,5 155,0 1,84 1,21 | Aguilera et al (2005)
Frantoio Italia 290,5 1,79 10,51 199,7 4,54 9,66 | Tura et al (2007)
Jarboui Tunisia 189,6 0,23 0,96 267,8 Haddada et al (2008)
Koroneiki Tunisia 236,5 11,37 14,61 294,5 Allalout et al (2009)
Leccino Espanha 595,0 290,5 2,38 10,15 | Aguilera et al (2005)
Leccino Italia 160,9 1,12 4,39 241,0 2,93 6,78 | Tura et al (2007)
Memecik Turquia 757,3 1,09 308,9 13,60 12,26 | Yorulmaz et al (2013)
Regina Italia 292,1 2,04 1,96 257,6 8,20 4,04 | Tura et al (2007)

Como se pode verificar na tabela 5, ndo existe um padrao para as diferentes cultivares,
e a mesma cultivar em regibes diferentes apresenta resultados muito variados pelo
qgue se pode inferir que, como referido anteriormente neste trabalho, para além da
cultivar e das caracteristicas geograficas, existem vdrios fatores importantes a
contribuir para o conteudo em antioxidantes de um determinado azeite virgem, como
por ex? o estado de maturacdo das azeitonas na altura da colheita, as condi¢des edafo-
climaticas, o modo de producdo/ condugdo das oliveiras e as condi¢Ges de extracdo e

armazenamento do azeite.

2.5 — 0 AZEITE E A SAUDE

As crengas populares, origindrias nas civilizacdes de influéncia mediterranica,
atribuiam ao azeite virgem propriedades curativas e benéficas para a saude que, com o
avanco da investigacao cientifica e tecnoldgica se confirmaram e demonstraram como
certas. A lista de beneficios do consumo de azeite aumentou muito nos uUltimos anos,
tornando o azeite virgem um produto natural de primeiro nivel e a bandeira da dieta
mediterranica (Baer et al, 2014).

Os beneficios para a saude do azeite virgem sao bem conhecidos desde a Antiguidade.

J& Hipécrates (460 — 37 a.C), considerado o pai da medicina, Galeno (131 —200d.C.) e
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Dioscérides (fl 50 — 70 d.C.), fundador da Farmacognosia, redigiram tratados sobre o

assunto, afirmando que:

“ O melhor efeito para a salde obtém-se de azeite novo, obtido de azeitonas verdes

ou de variedades especificas.”

O azeite virgem é um alimento caracteristico da dieta mediterranica. Apesar de a sua
composicdo ser complexa, a composicdo em acidos gordos, especialmente o conteldo
em 4cidos gordos monoinsaturados e a presencga natural de antioxidantes, ddo a este
produto inUmeras vantagens para a saude, como por exemplo a diminuicdo da
incidéncia de doencgas corondrias e de certos tipos de cancro, particularmente do
cancro da mama (Anastasopoulos et al, 2011; Leon et al, 2004), da prdstata e colo-
retal (Lopez-Miranda et al, 2009). Erel et al (2013) reforcam a ideia relacionando as
propriedades salutares do azeite virgem com trés caracteristicas: uma proporg¢ao
elevada em acidos gordos monoinsaturados, nomeadamente acido oleico; a existéncia
de poderosos anti-oxidantes, principalmente compostos fendlicos e a presen¢a de uma
variedade de compostos minoritarios benéficos a salude que incluem esterdis,
carotenoides, esqualeno e tocoferdis. De facto, Lépez-Miranda et al (2009) referem
gue os 4acidos gordos monoinsaturados como nutriente, o azeite virgem como
alimento e a dieta mediterranica como padrdo de alimentag¢ao estdo associados com
uma diminuicdo do risco de doencas cardio-vasculares, obesidade, sindroma
metabdlico, diabetes do tipo 2 e hipertensdo. Ainda de acordo com os mesmos
autores, os compostos fendlicos presentes no azeite virgem apresentam propriedades
antioxidantes e anti-inflamatadrias, prevenindo a peroxidacdo dos lipidos, induzindo
alteragdes favordveis no perfil dos lipidos, melhorando a funcdo endotelial e

mostrando propriedades antitrombdticas.

E sabido que o aumento do consumo de dacidos gordos monoinsaturados, em
substituicdo de acidos gordos polinsaturados, reduz o risco de ateroesclerose, uma vez
que favorece a circulacdo de lipoproteinas menos sensiveis a peroxidacao (Tripoli et al,
2005). O consumo de azeite virgem favorece também a diminuicdo da pressdo arterial,
uma vez que o aumento do teor em acido oleico nas membranas regula a estrutura

lipidica das membranas, exercendo um efeito hipotensor (Terés et al, 2008).
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De acordo com Tripoli et al (2005), a actividade biolégica dos compostos fendlicos
existentes no azeite virgem ndo se limita a sua capacidade anti-oxidante mas extende-
se a interacdo com importantes sistemas enzimaticos, resultando em inibicdo da
agregacao plaquetaria, reducao da formagao de moléculas pro-inflamatdrias e inibi¢ao

da utilizacdo de oxigénio nos neutrofilos.

Landete (2012) refere que, devido a sua capacidade antioxidante, os compostos
fendlicos inibem a oxidacdo das LDL com consequéncias significativas na aterosclerose
e protegem o DNA de alteragdes oxidativas relacionadas com o desenvolvimento de
alguns tipos de cancro e desenvolvidas com o avango da idade. Para o autor alguns
compostos fendlicos possuem ainda um efeito probidtico na flora do colon,

estimulando o crescimento ou actividade de bactérias intestinais.

Foram descobertas ainda outras reacdes biolégicas dos compostos fendlicos existentes
no azeite virgem que podem ter um efeito importante na saude; por exemplo, o acido
cafeico poderd exercer um efeito de proteg¢ao das células endoteliais, correlacionado
ndo sé com a sua acdo como agente anti-oxidante mas também com a sua capacidade
para blogquear o aumento da concentragao intracelular de Ca®*, em resposta a

oxidacdo das lipoproteinas (Tripoli et al, 2005).

Apds as evidéncias demonstradas em varios ensaios realizados de que o consumo de
azeite virgem reduzia o risco de incidéncia de doengas cardiovasculares devido ao seu
elevado conteddo em 4dcidos gordos mono-insaturados, a FDA (Food and Drug
Administration) nos EUA permitiu, em 2004, a alegacdo nos rétulos das embalagens
que aconselhava ingestdo diaria de duas colheres de sopa (23g) de azeite virgem
(Covas, 2008). Mais tarde, em 2011, apds um estudo europeu, EUROLIVE, coordenado
pela Dra. Covas em Barcelona, a EFSA (European Food and Safety Authority) autorizou
a alegacdo de saude acerca dos beneficios do consumo dos compostos fendlicos
existentes no azeite virgem como protecdo contra a oxidacao das LDL. Estas alegacdes
estdo consagradas no Regulamento Europeu n2 432/2012 que estabelece uma lista de
declara¢Ges autorizadas, em relacdo as propriedades saudaveis dos alimentos. Assim,

na rotulagem dos alimentos, sé se podem indicar e publicitar as propriedades que
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aparecem na lista de alegacbes reconhecidas por este regulamento e que estdo

cientificamente comprovadas.

No caso dos azeites virgem extra e virgem, este regulamento reconhece trés alegacdes
gue se podem utilizar e que estdo relacionadas com as virtudes nutricionais de trés

elementos presentes na sua composigdo:

- “A substituicdo de gorduras saturadas por gorduras insaturadas na dieta contribui
para manter niveis normais de colesterol sanguineo. O acido oleico é uma gordura

insaturada.”

- “Os polifendis do azeite contribuem para a protecdo dos lipidos do sangue contra as

oxidagOes indesejaveis.”

Esta alegacdo s6 pode ser utilizada para azeites que contenham, pelo menos, 5 mg de
hidroxitirosol e seus derivados (por exemplo o complexo oleuropeina e tirosol) por 20g
de azeite. Para poder ser feita a alegacdo, o consumidor deve receber informacdo de

gue o efeito benéfico é obtido com uma dose diaria de 20g de azeite.

“A vitamina E contribui para a protecdo das células contra as oxidac¢Ges

indesejaveis.”

A quantidade diaria recomendada para esta vitamina é de 10 mg por 100 ml, pelo que
existem muitos azeites virgem e virgem extra obtidos de varias cultivares de azeitonas

gue facilmente ultrapassam este valor.

2.6 — A RASTREABILIDADE DO AZEITE VIRGEM

A rastreabilidade dos alimentos implica o controlo de toda a cadeia de producao,
permitindo que o produto seja detetado em todas as etapas da producdo até a sua
origem, o que garante a seguranga alimentar do consumidor. No caso do azeite, o
aumento da procura de azeites virgem extra de elevada qualidade levou ao surgimento
no mercado de produtos com caracteristicas especificas, com origem em determinadas

regioes, ou seja, azeites virgens com uma denominacdo de origem ou que incluem na
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sua composicdo azeitonas de uma ou varias cultivares. Os azeites elementares ou
monovarietais, extraidos apenas de uma cultivar, possuem caracteristicas especificas
relacionadas com essa cultivar; com os azeites virgens obtidos da combinacdo de
vdrias cultivares pretende-se alcancar um determinado “flavour” ou aroma

(Montealegre et al, 2010).

De acordo com o mesmo autor, o aparecimento das denominagdes e indicagdes de
origem protegidas promoveu a existéncia de azeites rotulados de acordo com estes
critérios. O regulamento 2081/92 criou os sistemas conhecidos como Denominagdo de
Origem Protegida (DOP), Indicacdo Geografica Protegida (IGP) e Especialidade

Tradicional Garantida (ETG) para promover e proteger os produtos alimentares.

Para que um azeite virgem usufrua de uma Denominacdo de Origem Protegida tem
que definir varios parametros como as cultivares, a origem geogrdfica, as praticas
agronomicas, a tecnologia de extracdo e as caracteristicas quimicas e organoléticas

(Gimenez et al, 2010).

A verificacdo das cultivares utilizadas para a obtencdao de um azeite virgem pode
contribuir para comprovar a sua origem, o que pode ter interesse no caso de azeites
virgens monovarietais ou elementares e naqueles com Denominacdo de Origem
Protegida, uma vez que a sua qualidade pode ser adulterada com outros azeites de

menor qualidade (Breton, 2004).

Uma vez que a qualidade de um azeite virgem depende da cultivar de azeitonas de que
é extraido, a extracdo de azeites de certas cultivares aumentou (Sanz-Cortes et al,
2003). A selecdo das cultivares a utilizar é baseada na sua adaptacdo a diferentes
condi¢cbes climdticas e de solos. Além disso, enquanto algumas cultivares sao
caracteristicas de uma determinada regido, existem outras que podem ser
encontradas em varios paises (Japon-Lujan et al/,2006). Como consequéncia, uma
cultivar pode ser cultivada e nomeada de diferentes maneiras em distintas regides
geograficas, o que torna a diferenciacdo das cultivares de azeitona que compdem os

azeites virgens bastante complexa (Montealegre et al, 2010).
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Atualmente os esforgos tém estado focados na investigacdo de um ou mais compostos
existentes no azeite virgem e que possam ser usados para diferenciar as cultivares de
azeitonas (Montealegre et al, 2010). Estes marcadores de composicdo (substancias que
fazem parte da composicdao do azeite) incluem componentes maiores e menores como
esterdis, compostos fendlicos, compostos voldteis, pigmentos, hidrocarbonetos,
tocoferdis, acidos gordos e triacilglicerdis que podem fornecer informagao basica
sobre as diferentes cultivares. Cada um destes parametros, com um poder
discriminante varidvel, pode ser usado na rastreabilidade dos azeites virgens, de

acordo com as cultivares utilizadas na sua obtencao (Arvanitoyannis et al, 2007).

Um dos principais objetivos do Conselho Oleicola Internacional (COI) é defender a
imagem do azeite virgem e combater as fraudes, assegurando a autenticidade dos
produtos e protegendo os consumidores. Uma das maneiras para o fazer é promover
um esquema para o controlo da qualidade dos azeites vendidos pelos paises membros
do COI nos mercados importadores. O intuito é garantir que os azeites exportados
estdo definidos e classificados corretamente, que as suas caracteristicas fisico-
guimicas sdo veridicas e que cumprem os critérios de rotulagem. Este esquema foi
estabelecido inicialmente em julho de 1991 nos Estados Unidos da América e no
Canada, onde foi assinado um acordo entre os principais exportadores de azeite dos
paises membros do COIl e a Associacdo do Azeite da América do Norte (North American
Olive Oil Association). Em 1993 estendeu-se a Austrdlia, onde foi assinado um acordo
com a Associacdo Australiana do Azeite (Australian Olive Oil Association). Mais
recentemente foi também celebrado um acordo com o Brasil e o Japdo. Para evitar
uma fragmentacdo, os vdrios acordos celebrados foram fundidos num Unico
documento, conhecido pelo titulo oficial: “Acordo para o controlo da qualidade dos
azeites e dos dleos de bagaco de azeitona vendidos nos mercados importadores”. Este
acordo foi revisto em 2011 e assinado por muitas associacdes representantes dos
produtores e exportadores dos paises membros do COl e os importadores ou

distribuidores que operam nos mercados alvo (COI, 2012).

Assim, o recente Regulamento de Execuc¢do (UE) n2 29/2012 da Comissdo, de 13 de
Janeiro de 2012, relativo as normas de comercializacdo do azeite, afirma a necessidade

de estabelecer, a nivel da Unido, um regime obrigatério de designacdo da origem,
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limitado ao azeite virgem extra e ao azeite virgem, que obedeca a condicdes precisas.
O regime facultativo que vigorou até 2009 revelou-se insuficiente para evitar a indugao
em erro do consumidor quanto as caracteristicas reais dos azeites virgens neste
dominio. Além disso, o Regulamento (CE) n? 178/2002 do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 28 de Janeiro de 2002, que determina os principios € normas gerais da
legislagao alimentar, cria a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos e
estabelece procedimentos em matéria de seguranca dos géneros alimenticios
estabeleceu as regras de rastreabilidade aplicaveis a partir de 1 de janeiro de 2005. A
experiéncia adquirida na matéria pelos operadores e pelas administragcdes publicas
permitiu que a indicacdo da origem na rotulagem passe a ter carater obrigatdrio no

caso do azeite virgem extra e do azeite virgem.
As denominagbes de origem protegida da regiéio do Alentejo

Na Unido Europeia, a certificacdo relacionada com a darea geografica tem grande
importancia econdmica, representando uma forma de otimizacdo e diferenciagao na
comercializacdo de produtos agroalimentares (Simdes-Lopes et al, 2006). Cultivares
portuguesas com grande interesse na indUstria de extracdo de azeite virgem sao as
responsaveis pelos azeites com Denominacdo de Origem Protegida (DOP), onde

predomina a cultivar Galega vulgar (Vaz-Freire et al, 2008).

Em Portugal existem seis zonas com Denominacdo de Origem Protegida para azeite
virgem: DOP Moura, DOP Alto Alentejo, DOP Alentejo Interior, DOP Ribatejo, DOP
Beira Interior e DOP Tras-os-Montes. A classificacdo DOP significa que o azeite foi
extraido de acordo com as regras estipuladas pelo respetivo Agrupamento de
Produtores no caderno de especificacGes referentes a: cultivares de azeitonas,
condicdes de colheita e transporte para o lagar, condi¢des de extracdo e caracteristicas

do produto final (Freitas, 2013).
Caracterizam-se, de seguida, as DOP do Alentejo.

- Denominagdo de Origem Protegida Moura: a regido de Moura, na margem esquerda
do rio Guadiana é muito conhecida pelo seu azeite e a DOP Moura encontra-se

consagrada pelo uso. A produgdo de azeite de Moura era ja conhecida pelos Romanos
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e citada por Plinio (I século) que se admirava da arte do povo desta regido no que
respeita a olivicultura. Estrabdo faz referéncia as exportagdes para Roma do magnifico

azeite proveniente da planicie do Alentejo (Qualifica, 2013).

Este azeite resulta da juncdo de trés cultivares de azeitonas, nas seguintes proporgoes:
Cordovil de Serpa, entre 35 a 40%; verdeal alentejana entre 15 e 20% e a cultivar
Galega vulgar na percentagem restante (Qualifica, 2013). Os azeites de Moura tém
baixa ou muito baixa acidez, sdo ricos em acidos gordos monoinsaturados, muito
frutados, amargos e picantes nos primeiros meses a seguir a sua extracdo e de cor
amarelo-esverdeado. O aroma e sabor que Ihe sdo préprios sdo devidos as cultivares
Galega vulgar e verdeal alentejana. O alto teor de acidos monoinsaturados provem

principalmente da variedade Cordovil de Serpa (Qualifica, 2013).

Na extracdo deste azeite apenas se utilizam azeitonas colhidas em plena maturagao

(Paguete, 2009).

Produzido na area geografica definida pelo Despacho n2 8/94, de 04/01 (freguesias de
Pévoa de Sao Miguel, Amareleja, S. Jodo Baptista, St2. Agostinho, St2. Amador, Safara,
St2. Aleixo., do concelho de Moura; Pias, Vale de Vargo, Vila Verde de Ficalho,
Brinches, S. Maria, Salvador e Vila Nova de S. Bento, do Concelho de Serpa e Granja,
do concelho de Mourdo). A Denomina¢dao de Origem foi reconhecida pelo Despacho
acima mencionado e registada e protegida a Denominacdo de Origem Moura pelo

Regulamento (CE) n? 1107/96, de 12/06 (Qualifica, 2013).

- Denominag¢ao de Origem Protegida Alentejo Interior: na outra margem do rio
Guadiana, na regido dos azeites do Alentejo Interior, existem condicdes de solo e clima
muito particulares, resultando num ambiente natural que privilegia o desenvolvimento
da oliveira. E uma regido com uma gama de solos variada, todos ricos em calcio e
potassio, que influencia o porte e a producao de azeitona. A concorréncia dos factores
pedo-climaticos com as variedades usadas e a existéncia percentual sdo determinantes
para a produgdao de um azeite com caracteristicas qualitativas diferenciadas em
relacdo aos azeites obtidos em zonas relativamente proximas. Foram os fenicios e
principalmente os romanos que introduziram a oliveira no Alentejo Interior, e que

trouxeram melhorias para a plantagdo, enxertia e extragao de azeite. As ruinas de
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lagares, pesos de prensas e vestigios de fornos ceramicos de anforas oledrias
constituem provas convincentes do fabrico de azeite neste Alentejo Romano

(Qualifica, 2013).

O azeite tem uma coloracdo amarela dourada ou esverdeada, de aroma frutado suave
de azeitona madura e/ ou verde e outros frutos, nomeadamente maca e/ ou figo e
grande sensacdo de doce. E obtido por processos mecanicos, a partir de frutos das
cultivares Galega wvulgar, com um minimo de 60% e Cordovil de Serpa e/ou
Cobrangosa, com uma contribuicdo maxima de 40%. S3o toleradas outras cultivares
num maximo de 5%, com exclusdo absoluta das cultivares Maganilha e Picual. As
cultivares usadas apresentam caracteristicas préprias devido a area geografica de

producdo (Qualifica, 2013).

A drea Geografica de Producdo (produgdo, transformacdo e acondicionamento) esta
circunscrita aos concelhos de Portel, Vidigueira, Cuba, Alvito, Viana do Alentejo,
Ferreira do Alentejo e Beja e ainda nas freguesias de Aljustrel, S. Jodo de Negrilhos e
Ervidel, do concelho de Aljustrel; Entradas, do concelho de Castro Verde; Alcaria Ruiva,
do concelho de Mértola e Torrdo, do concelho de Alcacer do Sal, conforme Despacho
n2 15 983/2001, de 04/07. A Denominag¢do de Origem foi reconhecida pelo Despacho
acima mencionado e registada e protegida a Denominacdo de Origem Alentejo

Interior pelo Regulamento (CE) 148/07, de 15/02 (Qualifica, 2013).

- Denominagdo de Origem Protegida Alto Alentejo: Diz-se que os Visigodos herdaram
a cultura da oliveira dos Romanos e estes possivelmente ja a haviam encontrado na
Peninsula Ibérica. Os Arabes mantiveram a cultura e fizeram-na prosperar. Gama
Barros esclarece que onde a reconquista cristd se realizou mais tardiamente foi
precisamente onde a importancia de cultura da oliveira era maior. O primeiro
"Regimento do Oficio de Lagareiro" é de 1392 e refere-se a cidade de Evora (Qualifica,

2013).

Nesta regido predomina a cultivar Galega vulgar, a qual se juntam outras cultivares
como a carrasquenha e a redondil. Assim, este azeite DOP é obtido da jungdo das

cultivares Galega vulgar, com uma contribuicdo minima de 65%; das cultivares
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azeiteira, Blanqueta, carrasquenha e redondil com um maximo de 5% e a cultivar
Cobrangosa com um maximo de 10%, sendo interdita a cultivar Picual (Regulamento
CE n2 708/2005, anexo ll). Os azeites sdo ligeiramente espessos, frutados, com cor
amarelo ouro, por vezes ligeiramente esverdeada, aroma e gosto suave (Qualifica,

2013).

A area geogrdafica de extragao (localizagdo dos olivais, extrac¢do do azeite e seu
acondicionamento) abrange os concelhos de Alter do Chao, Arronches, Avis, Borba,
Campo Maior, Castelo de Vide, Crato, Estremoz, Elvas, Fronteira, Marvdao, Monforte,
Redondo, Portalegre, Sousel, Vila vicosa e a freguesia de Juromenha do concelho de
Alandroal tal como definido no Desp. 61/94, de 21/01, tendo posteriormente passado
a incluir os concelhos do Alandroal, Nisa e Reguengos de Monsaraz e algumas
freguesias dos concelhos de Evora e de Mourdo como definido no Desp. 15722/07, de
13/07. A Denominacdo de Origem foi reconhecida pelo Despacho 61/94, de 21/01 e
a Denominacdo de Origem Norte Alentejano registada e protegida pelo Regulamento

(CE) n2 1107/96, de 12/06 (Qualifica, 2013).
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PARTE EXPERIMENTAL

A parte experimental do trabalho foi organizada em dois ensaios e as amostras de
azeite virgem obtidas em lagares industriais de extracdo centrifuga de duas fases, a fim
de aproximar as condigdes experimentais do trabalho com as condigdes reais atuais de
colheita e extracdo de azeite virgem. O principal objetivo foi obter informacao sobre os
azeites virgens extraidos de cultivares de azeitona portuguesas que contribuam para a
construcdo de uma base de dados, possibilitando a rastreabilidade dos azeites
alentejanos. O primeiro ensaio foi dividido em trés partes: na primeira parte analisou-
se a composicdo média em acidos gordos de azeites virgem extra obtidos de diferentes
cultivares de azeitona em olivais situados nas regides Norte, Centro e Sul do pais
durante trés campanhas (2009/2010, 2010/2011 e 2011/2012) e, na campanha
2011/2012, especificou-se a analise para a cultivar Galega vulgar. Na segunda parte do
ensaio, com o intuito de aprofundar o tema da rastreabilidade geografica, restringiu-se
a area em analise ao distrito de Beja e procedeu-se a obtencdo e andlise de amostras
de azeite virgem extra extraidas da cultivar Galega vulgar em dois estados de
maturacdo e obtidas em lagares situados nas margens esquerda e direita do rio
Guadiana. As amostras foram obtidas na mesma campanha (2012/2013) e manteve-se
o modo de producdo: tradicional de regadio. Analisou-se essencialmente a variacdo na
composicdao em acidos gordos e em antioxidantes como compostos fendlicos e
tocoferdis. Na terceira parte colheram-se amostras de solo nos seis locais analisados
(trés na margem esquerda e trés na margem direita do rio Guadiana) com o propdsito
de testar a hipdétese de Beltran (2015) que afirma que a rastreabilidade geografica do
azeite virgem pode ser controlada através de espécies quimicas, como por exemplo,
elementos minerais vestigiais, que estdo ligados a uma area de producdo, sendo
transferidos do solo para o azeite com variagbes minimas. Analisou-se a composicdo
mineral dos solos e a dos azeites virgens obtidos das azeitonas colhidas nos respectivos

olivais.

No segundo ensaio acompanhou-se a maturagdo dos frutos da cultivar Cordovil de
Serpa na campanha 2011/2012, extraindo-se o azeite semanalmente durante dez
semanas. Manteve-se a zona geografica: concelho de Moura e o método de extracdo

(Abencor) e variou-se o modo de producdo: bioldgico versus tradicional de regadio. O
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objetivo foi verificar as diferengas na composicdo dos azeites obtidos, essencialmente
em relagdo a composicdo em antioxidantes e acidos gordos. O azeite foi extraido
sempre das mesmas arvores durante as dez semanas, pelo que foi necessario, neste
caso, proceder-se a extra¢do laboratorial e ndo industrial. Foram colhidas amostras de
solo nos dois olivais para tentar encontrar uma relacdo entre a composicdo do solo e a
composicdao do azeite, principalmente em relagdo aos acidos gordos e compostos
antioxidantes. A confirmacdo desta hipdtese contribuiria para o controlo da

rastreabilidade geografica dos azeites.

Todas as amostras de azeite analisadas nos dois ensaios foram extraidas no mesmo dia
da colheita dos frutos e armazenadas em frascos de vidro escuro de 500 ml de

capacidade a -202C até a data das analises.

Os resultados foram analisados estatisticamente através da andlise de varidncia e de

técnicas de reconhecimento de padrdes: analise de componentes principais.

Todos os métodos de andlise referidos a seguir foram aplicados em, pelo menos, um

dos ensaios e todas as determinagdes efetuadas em triplicado.
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CAPITULO 3- MATERIAL E METODOS

Além das analises efetuadas as amostras de azeite virgem nos dois ensaios, foram
também realizadas analises as azeitonas no segundo ensaio, que permitiram o
acompanhamento da matura¢do e a determinagdo das datas de colheita dos frutos.
Neste capitulo enumeram-se todas as analises realizadas nos dois ensaios. Descrevem-
se com mais detalhe as analises realizadas de acordo com métodos internos, que nado

seguem normas ou regulamentos europeus.

Os reagentes utilizados nas andlises quimicas realizadas no Laboratério de vinho e
azeite do Instituto Politécnico de Beja (LVA) foram os seguintes: éter, etanol,
fenolftaleina, carbonato de sddio, iodeto de potdssio, ciclohexano, tiossulfato de sédio
e hidréxido de sdédio, grau p.a. — Panreac. N-hexano e metanol, grau p.a. - Fisher
Scientific. Cloroférmio e acido acético glacial, grau p.a. - Fisher Chemical. Iso-octano e
trimetilpentano, para HPLC - VWR Chemicals. Reagente Folin-Ciocalteau, amido
soltvel, grau p.a. e metanol grau para HPLC - Merck. Os padrdes utilizados nas analises
dos compostos fendlicos por HPLC foram adquiridos a Sigma-Aldrich com os seguintes
graus de pureza: oleuropeina (98%), tirosol (99%), hidroxitirosol (98%), acido cafeico
(99%) e acido galico (98%). Estes compostos foram armazenados de acordo com as
instrugdes até a data das analises: o tirosol e hidroxitirosol a -202C, a oleuropeina e o
acido cafeico a uma temperatura entre 2° e 8°C e o acido gdlico a temperatura
ambiente. Todas as outras andlises foram realizadas em laboratérios exteriores

certificados e os reagentes utilizados de acordo com o especificado.

3.1 — [NDICE DE MATURACAO DOS FRUTOS

Segundo Henriques et al (2000), a qualidade do azeite depende de factores varietais,
edaficos, climaticos, tecnoldgicos e agrondmicos. Entre estes apresenta considerdvel
importancia o estado de maturacdo da producdo no olival, o qual tem vindo a ser

definido de acordo com diversos critérios. Rotondi (2004) refere a existéncia de varios
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estudos que indicam que, durante a maturacdo, a concentracdo de compostos
fendlicos aumenta até um valor mdximo quando se atinge uma pigmentacgao
intermédia dos frutos, diminuindo acentuadamente no decurso da restante fase de
maturacdo. E assim necessdrio estabelecer um indice de maturacdo apropriado e
especifico para cada cultivar de azeitona que permita determinar a altura mais

apropriada para a colheita.

Para acompanhamento da evolucdo da maturacdo das azeitonas, optou-se pela
determinacdo da cor através do indice de Maturacdo de Jaen, por ser um método
expedito e facilmente aplicdvel no campo quando se pretende estabelecer o momento
Optimo de colheita dos frutos. Esta analise foi realizada no laboratério da Cooperativa

Agricola de Moura e Barrancos.
Seguiu-se o procedimento descrito por Hermoso et al (1998):

Colheu-se, de cada arvore seleccionada, uma amostra de azeitona de cerca de 2 Kg, a
altura do operador e nas 4 orientacdes da arvore. Uma vez homogeneizada a amostra,
separaram-se 100 frutos, aleatoriamente, que se classificaram em 8 classes que vao de
0a7:

Classe 0 — pele verde intenso

Classe 1 — pele verde amarelada

Classe 2 — pele verde com manchas arroxeadas em menos de 50% do fruto

Classe 3 — pele roxa em mais de 50% do fruto

Classe 4 — pele negra e polpa branca

Classe 5 — pele negra e polpa roxa em menos de 50%
Classe 6 — pele negra e polpa roxa sem chegar ao caroco
Classe 7 — pele negra e polpa totalmente r6xa até ao caroco

O Indice de Maturac3o é o somatdrio dos produtos do nimero de azeitonas de cada
classe, dividido por 100. Assim, obtém-se valores entre 0 (todos os frutos de cor verde

intensa) e 7 (todos os frutos com a pele negra e a polpa réxa até ao carogo.
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Esta classificacdo foi feita em todas as amostras, imediatamente apds a colheita.
Utilizou-se uma faca para cortar longitudinalmente as azeitonas, permitindo a

classificacdo nas classes 4, 5,6 e 7.

O método estipula que o azeite se encontra totalmente formado quando o Indice de
maturacdo atinge valores préximos de 3,5, estando a maioria dos frutos nas classes 2 e
3, alguns ja com a pele negra (classe 4 ou superior) e poucos com a pele verde

amarelada (classe 1).

3.2 - PERCENTAGEM DE ACIDEZ

A percentagem de acidez (expressa em % de 4cido oleico) mede a quantidade de
acidos gordos que estdo libertados da estrutura dos triacilglicerdis. Os acidos gordos
libertam-se da estrutura dos triacilglicerdis essencialmente devido a rea¢des quimicas
de hidrdlise ou lipdlise resultantes da sobre maturacao dos frutos, do ataque de pragas
e doencas e ainda de métodos de colheita, transporte e armazenamento das azeitonas
e de extracdo do azeite descuidados (Costa, 2012). O seu conhecimento contribui

principalmente para a avaliagao e classificagdo do azeite.

A determinacdo foi efectuada de acordo com o Regulamento CEE n2 2568/91, anexo |l,
alterado pelo Regulamento (CE) n? 702/2007 da Comissdo de 21 de Junho de 2007, no

laboratério de vinho e azeite do Instituto Politécnico de Beja (LVA).

3.3 — INDICE DE PEROXIDOS

O indice de perdxidos define-se como a quantidade de oxigénio activo, expressa em

miliequivalentes, contida em um quilograma de gordura ou dleo.

Os hidroperdxidos sao os primeiros produtos resultantes da sua oxida¢dao formando-
se, pelo menos durante as etapas iniciais, a um ritmo paralelo a quantidade de
oxigénio absorvido. (Ruiz et al, 1991) No entanto, como refere Gouveia (1995), os

hidroperdxidos sdo compostos muito instaveis que, por decomposicdo, ddo origem a
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produtos carbonilicos, com moléculas pequenas, que modificam o “flavour” das
gorduras, mas que ndo sao mensurdveis por este indice. Portanto, o indice de

perdxidos, sé constitui uma medida util do grau de oxidagdo no principio da reac¢ao.

Para a sua determinacgdo utilizou-se a metodologia de analise descrita no Regulamento
CEE n2 2568/91, anexo lll, alterado pelo Regulamento (CE) n2 702/2007 da Comissdo
de 21 de Junho de 2007. A analise foi realizada no laboratério de vinho e azeite do

Instituto Politécnico de Beja (LVA).

3.4 — INDICES ESPECTROFOTOMETRICOS (K232 e K270)

Este método é utilizado como medida dos produtos secunddrios da oxidagdo,

formados a partir da decomposicao dos hidroperdxidos.

Durante a oxidacdo formam-se radicais livres nos grupos metilenos entre as ligacdes
duplas. Esta situacdo é, no entanto, instdvel, e conduz a formacdo de sistemas
conjugados, mais estaveis, constituidos por duas ligacdes duplas separados apenas por
uma ligagao simples, que absorvem preferencialmente a um comprimento de onda de
232 nm. Os compostos carbonilicos (produtos secundarios da oxidagado), nos quais os
grupos cetonas estdo conjugados com as ligacdes duplas, tém o maximo de absorcdo a

cerca de 270 nm (Gouveia, J., 1995)

A analise foi realizada no LVA, de acordo com o Regulamento CEE n? 2568/91, anexo
IX, alterado pelo Regulamento (CE) n2 1989/2003 da Comissdo de 6 de Novembro de

200 num espectrofotémetro da marca Hitachi, modelo U-2000.
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3.5 - VISCOSIDADE

A viscosidade de um liquido traduz a sua resisténcia ao fluxo e surge das forcas
intermoleculares. A viscosidade geralmente diminui a medida que a temperatura sobe
pois as moléculas tém mais energia a temperaturas elevadas. Quanto maior a
viscosidade de um liquido, mais lentamente ele flui (Jones et al 1999). A viscosidade do

azeite podera estar relacionada com a sua composicao em acidos gordos.

A determinagdo foi realizada no LVA utilizando um viscosimetro da marca Thermo
Haake VT550, com sonda MV DIN e o banho a uma temperatura de 202C. Um
determinado volume de amostra, necessdrio ao intrevalo de medicdo dos sensores é
colocado no recipiente onde se encontra um rotor que roda a uma velocidade pré-
definida. A substancia a ser medida exerce uma resisténcia a este movimento de
rotacdo (devido a sua viscosidade) que se evidencia como um valor de bindrio (de
travagem) aplicado no eixo de medicdo viscosimetro. Um computador acoplado ao
sistema calcula os valores de medicdo relevantes que sdao automaticamente avaliados

a partir do software instalado.

3.6 — PIGMENTOS

O azeite virgem possui uma cor que vai desde o verde-amarelado até ao dourado,
dependendo do estado de maturac¢do dos frutos e da composicao e conteudo total de
pigmentos presentes nas diversas cultivares de azeitonas. As tonalidades esverdeadas
do azeite estdo associadas a maiores teores em clorofilas e as tonalidades alaranjadas
aos carotenoides. Os pigmentos clorofilinos tendem a decrescer ao longo da

maturacdo (Conceicdo et al, 2003).

Os principais carotenoides presentes no azeite sdo a luteina, o R-caroteno, a
violaxantina e a neoxantina. Os carotenoides, em particular o B-caroteno, sao
eficientes antioxidantes. Normalmente, o contetdo total de carotenoides varia entre 1

a 20 mg/kg (Santos, 2009).
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Psomiadou e Tsimidou (2001) refere que, para além de dependerem da cultivar e do
estado de maturacao, existem marcadas diferengas na composicao de pigmentos do

azeite virgem em relacdo a origem geografica das azeitonas.

A determinacdo dos pigmentos clorofilinos e carotendides efectuou-se no LVA, de
acordo com Minguez-Mosquera et al., (1991), a partir da leitura espectrofotométrica

de uma solugao de azeite em ciclohexano, a 670 nm e 470 nm.

Os resultados expressam-se em mg de clorofila / kg de azeite e mg de carotenoides /

kg de azeite, respetivamente:

(As70 X 10°)
(613 x 100 x d)

Clorofila (mg/kg) =

(Ag70 % 10°)
(2000 x 100 x d)

Carotenoides (mg/kg) =

Em que:

A = absorvéncia lida

d = espessura da célula espectrofotométrica (1 cm).

As leituras das absorvéncias foram realizadas no LVA num espectrofotometro UV/VIS

da marca Hitachi, modelo U-2000, usando células de quartzo.

3.7 — ESTABILIDADE OXIDATIVA

A estabilidade oxidativa de um azeite da-nos ideia do seu periodo de vida. Existem

varios métodos que permitem fazer esta avaliagao, entre os quais se encontram os
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testes de condutividade. Segundo Morales et al (2000), estes testes baseiam-se na
decomposicao dos hidroperéxidos com formacao de acidos gordos de cadeia curta que
alteram a condutividade da dgua. Os acidos, que se produzem em maior quantidade
quando o azeite é aquecido a temperaturas iguais ou superiores a 1002C, sdo o acido
acético e o 4cido férmico. Existem varios métodos que se baseiam neste principio,
entre os quais o Rancimat. De acordo com Gouveia, J. (1995), o fim do periodo de
indugao é indicado pelo comego do aumento exponencial da condutividade, devido a
dissolucdo, na 4gua, dos acidos carboxilicos, formados durante o processo de oxidacao.
Os resultados, expressos em horas, referem-se ao momento em que a curva de
condutividade inflecte e que coincide com o termo do periodo de inducdo. Este
periodo mede-se pelo tempo decorrido entre o momento em que a amostra atingiu a
temperatura desejada e o momento em que os produtos de oxidacdo se comecam a
desenvolver exponencialmente. Corresponde ao momento em que existe maior

absorcdo de oxigénio e deterioracdo do “flavour”.

A analise realizou-se no laboratério de estudos técnicos do Instituto Superior de
Agronomia (LET) de acordo com a NP 4158 de 1991, utilizando um equipamento

Rancimat Metrohm 679 .

3.8 — COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fendlicos sdo considerados os principais compostos com actividade
antioxidante presentes no azeite, dada a sua capacidade de doar um 3atomo de
hidrogénio ao radical lipidico formado durante a fase de propagacao da oxidacdo dos
lipidos, contribuindo, assim, para a estabilidade do azeite. (Ribeiro, 2005). De acordo
com Rotondi (2004), nos ultimos anos, os compostos fendlicos tém atraido muita
atencdo devido as suas propriedades antioxidantes e aos seus beneficios para a salde,
consequéncia da sua atividade bioldgica na prevencao das doencas cardiovasculares e

de alguns tipos de cancro.
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O teor de compostos fendlicos no azeite virgem pode oscilar entre 50 e 1000mg/kg
(Santos, 2009), dependendo maioritariamente da cultivar e do estado de maturagao
dos frutos, mas também das caracteristicas edafo-climaticas e do modo de

processamento durante a extragdo e armazenamento do azeite.

Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais utilizou-se o procedimento
interno do LVA que se baseia na leitura espectrofotométrica das absorvéncias a 725

nm apas reacgao com solugao de Folin-Ciocalteau.
O procedimento foi o seguinte:

1 —Preparacgao da solucdo referéncia:

Para um baldo de 25 ml mediram-se 14 ml de 4gua destilada, 2,50 ml de mistura
metanol/agua (6/4) e 1,25 ml do reagente de Folin-Ciocalteau (Merck — ref2.1.09001).
Agitou-se e guardou-se no escuro durante 3 minutos. Ao fim deste tempo, adicionou-

se 4 ml de Na,CO3 a 20% e completou-se com agua destilada.

2 —Técnica:

Pesou-se rigorosamente 10g de azeite (com 3 casas decimais) e dissolveu-se em 25 ml
de n-hexano 99% pa. Transferiu-se para uma ampola de 100 ml. De seguida fizeram-se
trés extracoes de 10 ml cada com a mistura de metanol/agua (6/4), recolhendo-se os
trés extratos para dentro de um baldo de 50 ml. Completou-se com agua destilada,

obtendo-se assim o extrato fendlico.

Para um baldo de 25 ml mediu-se 14 ml de dgua destilada, 5 ml de extracto fendlico
(medido com pipeta diferencial) e 1,25 ml do reagente de Folin-Ciocalteau. Agitou-se
energicamente e guardou-se no escuro durante 3 minutos. Apds este tempo, juntou-se
4 ml da solugdao de Na,CO3 a 20%, completou-se com agua e colocou-se ao abrigo da

luz durante uma hora. Este procedimento foi feito em triplicado para cada amostra.

Ao fim deste tempo fez-se a leitura no espectrofotémetro UV/VIS da marca Hitachi,
modelo U-2000, a 725 nm usando células de quartzo de 1 cm. Na célula de referéncia

usou-se a solugao indicada no ponto 1. A andlise foi efectuada no LVA.
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3 —Resultado:

A quantificacdo dos polifendis totais foi feita através da formula:

O resultado expressa-se em mg/kg de azeite, com uma casa decimal, de acordo com a

seguinte expressao:

(8,53993721 X leitura — 0,24765388) x 10 X 25
peso da amostra

Polifenois Totais (mg/kg) =

3.9 - COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS

O azeite virgem é Unico entre os outros 6leos vegetais devido ao elevado conteddo em
determinados compostos fendlicos que, juntamente com o alto teor em acidos gordos
monoinsaturados, lhe confere propriedades benéficas para a saude e contribui para o
seu caracteristico sabor e estabilidade oxidativa (Dagdelen, 2013). A fracdo fendlica do
azeite virgem consiste numa mistura heterogénea de compostos com diferentes
propriedades quimicas e impacto na qualidade do azeite, tais como: acidos fendlicos,
acidos benzoicos e dacidos cinamicos, alcoois fendlicos, secoiridoides, lignanos e

flavonoides (Herrera, 2013).

Por outro lado, o conteudo fendlico do azeite virgem depende das condi¢des edafo-
climaticas onde se desenvolve o olival, pelo que a andlise destes compostos, assim
como a sua capacidade antioxidante, pode ter importancia na discriminagdao das

amostras de acordo com as diferentes zonas geograficas em estudo (Arslan, 2013).

Os compostos fendlicos eleitos para os ensaios sdo alguns dos mais representativos no

azeite virgem.

Apds extracdo da fracdo fendlica das amostras em estudo, a sua identificacdo e
quantificacdo foi conseguida construindo-se curvas de calibracdo de 7 pontos com

base nos compostos padrao correspondentes aos compostos analisados.
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Procedeu-se a extracdo fendlica das amostras e a preparacao dos diversos padrdes
com concentragdes diferentes no LVA, de acordo com o método utilizado na Faculdade

de Ciéncias Experimentais da Universidade de Huelva.

1- Preparagao da amostra:

a) Para um eppendorf de 2 ml pesar 0,5 g amostra e juntar 500 uL de solugao
metanol/agua (80%/20%).

b) Agitar 1 minuto no vortex.

c) Centrifugar a 13400 rpm durante 5 minutos.

d) Retirar 400 plL do sobrenadante e filtrar para outro eppendorf.

e) Retirar deste filtrado 150 uL para o vial e completar até 500 pL, adicionando
350 plL de dgua ultra pura.

f) Injetar 100 pL no HPLC.

2- Preparacgdo das curvas padrdo para os compostos fendlicos em analise:

Prepararam-se os padrdes de acido galico, hidroxitirosol, acido cafeico e oleuropeina
com sete concentracdes diferentes, construindo-se as curvas de calibracdo necessarias

a identificacdo e quantificacdao destes compostos nas amostras de azeite em estudo.
Obtiveram-se as seguintes equacdes por regressao linear:

. Acido gélico: Y = 32818 X — 10377 ; R*= 0,9994

. Acido cafeico: Y = 37782 X — 27150 ; R* = 0,9975

. Hidroxitirosol: Y = 7372,3 X — 1516,5 ; R* = 0,9991

. Tirosol: Y = 12743 X — 1897,1; R* = 0,9982

. Oleuropeina: Y = 2541,2 X —5178,3 ; R® = 0,9958
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3 —Andlise por HPLC:
A analise foi realizada no laboratério do Centro de Biotecnologia do Alentejo (CEBAL)
com base na metodologia utilizada na Faculdade de Ciéncias Experimentais da
Universidade de Huelva adaptada para as condi¢des de andlise e para a coluna usada

no presente ensaio.

Os compostos padrdo e as amostras foram injetados num cromatdgrafo liquido de alta
resolugdo da marca Merck Hitachi LaChrom, Modelo: L-7100, equipado com uma
coluna Lichrocart, modelo 250-4 Purospher Star, de fase reversa RP 18, e ligado a um
espectrofotémetro Merck Hitachi LaChrom, modelo UV-VIS L-7420, selecionado para

um comprimento de onda de 280 nm. A temperatura foi de 259C.
Os solventes utilizados foram os seguintes:
Solvente A: 5% de Metanol, 2% de acido acético glacial e o restante de dgua ultra pura;

Solvente B: 81,3% de Metanol, 1,7% de acido acético glacial e o restante de dgua ultra

pura.

Os volumes de solvente foram usados em gradiente de acordo com o descrito na
tabela 3.1.

Tabela 6 Gradiente de solventes utilizados na analise de HPLC

Tempo (minutos): Solvente A (%): Solvente B (%): Fluxo (ml/min):

0,0 100 0
5,0 100 0

25,0 60 40

50,0 25 75 1,0

70,0 0 100

90,0 100 0

100,0 100 0
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3.10 - TOCOFEROIS (ALFA, BETA E GAMA)

Os tocoferdis constituem um grupo de antioxidantes lipofilicos e tém uma acao

efectiva na inibigdo da oxidagao lipidica (Haddada, 2008).

Tal como os compostos fendlicos, também os tocoferdis tém a sua principal a¢do anti-
oxidante doando um atomo de hidrogénio aos radicais peroxidicos formados durante a
etapa de propagacao da oxidacdo e formando, consequentemente, um radical estavel

(Velasco et al, 2002) .

O mesmo autor refere que, apesar de competirem com os compostos fendlicos nas
etapas iniciais da oxidacdo, a sua contribuicdo para a estabilidade do azeite virgem é

considerada menos importante do que a destes compostos.

Os tocoferdéis, especialmente o a-tocoferol, que representa cerca de 90 — 95% do total
de tocoferdis, apresenta um comportamento dependente da cultivar durante o

processo de amadurecimento das azeitonas (Yorulmaz, 2013).

O método utilizado para a determinacdo dos tocoferdis (alfa, beta e gama) nas
amostras de azeite virgem foi o procedimento interno IT064 do LET e a analise
realizada no mesmo laboratério. O método baseia-se na determina¢ao dos tocoferdis
naturais livres através de HPLC com um detector UV. Uma aliqguota da amostra
dissolvida num solvente organico (acetona) é injectada num sistema HPLC, sendo os
diferentes tocoferdis separados de acordo com o seu coeficiente de particdo. Os
tempos de retencdo dos diferentes tocoferdis sdo comparados com os de 6leo de soja

ou de uma mistura conhecida de tocoferdis.
O procedimento seguido foi o seguinte:
1 — Parametros da cromatografia liquida:

a) Sistema de HPLC Perkin Elmer constituido por: bomba, injector, detector e
integrador-registador;

b) Detector Perkin ElImer UV/ VIS LC 295 a 292 nm; sensibilidade 0,05 aufs, output 10
mV e atenuacao 16;

c) Coluna Lichrospher 100 RP1g 5 m X 25 cm, marca Merck, ref2 1.50212.0001;
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d) Fluxo 2 ml/ min; temperatura do forno: 242C; Loop: 10 ml;

e) CondigGes isocraticas: solucdo composta de 4% A + 96% B sendo

A = 0,25 ml de H3PO4 num baldo de 50 ml completado com dgua destilada e B =

500 ml de acetonitrilo (para HPLC) + 500 ml de metanol (para HPLC).

2— Preparacdo da solugao padrao stock de alfa-tocoferol:

a) pesar rigorosamente 20 mg de padrdo (padrdo alfa-tocoferol Fluka, ref2. 89550)

num baldo volumétrico de 50 ml e completar o volume com acetona;

b) pipetar 10 ml da solucdo padrdao para um baldo e evaporar a temperatura nao

superior a 302C. Logo que o solvente esteja evaporado, pipetar para o baldao 10 ml

de metanol (grau HPLC) para dissolver o tocoferol;

c) medir a absorvéncia desta solugdo a 292 nm e calcular a sua concentracdo,

dividindo a leitura da absorvéncia por 0,0076;

d) se o valor obtido ndo for 0,32 ou 0,33 preparar uma nova solucdo de padrado stock;

e) Se o valor obtido for 0,32 ou 0,33 procede-se a preparacao da solu¢do padrdo de

3-

3

4

trabalho e continua-se com a determinacao.

Preparacdo da solucdo padrao de trabalho de alfa-tocoferol:

a) Pipetar 2ml da solucdo stock para um baldo volumétrico de 25 ml e completar
com acetona (grau HPLC). A concentracdo da solucdo de trabalho sera de
0,32mg—0,33mg/ 10 ml;

b) Guardar a solugcdo no escuro entre 02C — 59C.

- Preparagdo da amostra:
a) Pesar rigorosamente cerca de 1g de azeite (precisdo +/- 1mg) num baldo

volumétrico de 10ml e completar o volume com acetona.
- Determinacdo do teor de tocoferol:

a) Injectar 30 u | da solucdo padrdo de trabalho de alfa-tocoferol no sistema HPLC

e registar a area do tocoferol.
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b) Injectar 10 u | da amostra e identificar os tocoferdis presentes. Quantificar os

picos obtidos.

5 - Resultados:

O teor de cada tocoferol é calculado usando a seguinte férmula:
tocoferol(mg/Kg) = (As X Cstd X 1000) / (Astd X P)

sendo:

As = média das areas das amostras

Astd = média das 2 areas do padrao alfa-tocoferol;

Cstd = concentracdo da solucdo padrao de trabalho (0,32 ou =0,33);

P = peso da amostra em gramas.

A analise foi realizada no LET.

3.11 — ACIDOS GORDOS

De acordo com Haddada (2008) e com Garcia-Gonzalez (2009), a composicdo em
acidos gordos de um azeite virgem varia consideravelmente devido a fatores genéticos
e ambientais e tem sido muito usada como um parametro importante na sua

caracterizacdo e na sua identificacdo geografica.

De acordo com Henriques (2000), a composicdo em 4acidos gordos estd fortemente
relacionada com a resisténcia do azeite aos processos oxidativos, principalmente a
relacdo acidos gordos monoinsaturados/ polinsaturados, uma vez que, de acordo com
Gutiérrez et al (2002), os acidos gordos insaturados sdo os principais substratos no
processo de auto oxidacdo. Tem também implicacdes nutricionais positivas devido,

principalmente, ao seu conteldo em acido oleico (Haddada, 2008).

Este facto tem maior importancia em cultivares em que o teor em compostos

antioxidantes ndo é muito elevado (Henriques, 2000).
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Esta analise foi efectuada no LET de acordo com o Reg. CEE n2 2568/ 91, anexo XA,

usando um cromatdégrafo gasoso Perkin-Elmer Autosystem.

3.12 — ANALISE DE ELEMENTOS VESTIGIAIS EM AMOSTRAS DE SOLO, AZEITE VIRGEM E
BAGACO DE AZEITONA

A rastreabilidade geografica do azeite virgem pode ser controlada por espécies
quimicas, como por exemplo elementos vestigiais, relacionadas com a drea de

producdo.

No capitulo 5, a andlise mineral dos elementos vestigiais nas amostras de solo, azeite
virgem e bagac¢o de azeitona foram realizadas no Departamento de Quimica e Ciéncia
dos Materiais da Faculdade de Ciéncias Experimentais da Universidade de Huelva. Foi
utilizada a técnica de espectrofotometria de massa com plasma de acoplamento
inductivo ou Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS), uma variante
das técnicas de analise por espectrofotometria de massa. A técnica de ICP-MS é uma
técnica relativamente recente, caracterizada por uma elevada sensibilidade/baixos
limites de deteccdo e que permite a determinagao de um modo rdpido de um grande

numero de elementos em niveis vestigiais.

As amostras de azeite virgem e bagaco de azeitona resultantes do processamento das
azeitonas dos diferentes olivais e ainda amostras dos respectivos solos foram
preparadas e digeridas num forno micro-ondas Anton Paar programavel com um rotor

segmentado XQ80.
Preparagdo das amostras de azeite virgem

Pesou-se 0,5 g de amostra directamente para o recipiente de digestdo; adicionou-se 5
ml de &cido nitrico a 65% (v/v), 3 ml de perdxido de hidrogéneo e 1ml de acido
hidrocloridrico. Os parametros de operacao do forno micro-ondas foram inicialmente
uma rampa de 15 minutos até atingir 2802C e uma pressao de 80 bar; manutencdo dos
parametros durante 20 mimutos com um nivel minimo de ventilagao; posterior

ventilagcdo das amostras durante 15 minutos.

67



Apds a digestdao as amostras foram armazenadas a 25°C durante 12horas e,
posteriormente, diluidas com agua ultra-pura até prefazer 25 ml. Antes da analise por

ICP-MS as amostras foram cuidadosamente agitadas.
Preparacdo das amostras de bagaco de azeitona

As amostras de bagaco de azeitona foram congeladas e liofilizadas a -809C. Realizaram-
se duas digestdes sub-sequentes para dissolver as amostras antes da analise
elemental. Na primeira digestdao pesou-se 0,20g de bagaco liofilizado e adicionou-se
5ml de 4acido nitrico a 65%, 1ml de perdxido de hidrogéneo a 30%, 1ml de acido
hidrofluoridrico a 40% e 1ml de 4cido hidrocloridrico a 30%. As amostras foram
digeridas no forno micro-ondas Anton Par com uma rampa de 12 minutos até atingir
2109C e 40 bar, mantendo-se estes parametros por 20 minutos. Na segunda digestdo
adicionou-se 6ml de acido bdrico ao residuo da primeira digestdo e os pardametros de
digestdao foram uma rampa de 5 minutos até atingir 2102C e 40 bar e a manutencao
dos valores durante 15 minutos com um nivel de ventilagdo minimo, seguindo-se a
ventilagio das amostras por 15 minutos. Apds a digestdo as amostras foram
armazenadas a 252C durante 12 horas e diluidas com agua ultra-pura até prefazer 25

ml.
Preparagdo das amostras de solo

Usou-se o método descrito por De la Rosa et al (2001). As amostras de solo,
previamente congeladas, foram moidas num moinho com vibracdo e varas de titanio,
em condicdes de criogenia. Pesou-se 0,1g de amostra para um recipiente de PTFE/PFA
(politetrafluoretileno/perfluoralcoxil) de 60 ml, adicionando-se 8ml de 4&cido
hidrofluoridrico e 3ml de acido nitrico. A mistura foi aquecida a 902C durante 24 horas
num sistema fechado (bomba). Passado este tempo a bomba foi aberta para
evaporacado do acido e a mistura aquecida a 1302C. Adicionou-se 3ml de acido nitrico,
fechou-se a bomba e aqueceu-se a solucdo a 90°2C durante 12 horas. Apds este
periodo, a bomba foi novamente aberta, evaporou-se o acido e adicionou-se 3ml de
acido hidrocloridrico, fechou-se a bomba e a mistura foi novamente aquecida a 902C
durante 12 horas. Evaporou-se o acido e recuperou-se o residuo com acido nitrico a

2% para um baldo volumétrico de 100 ml.
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Como elemento standard interno, foi adicionado o elemento rédio (Rh) a todas as

amostras de solo, azeite virgem e baga¢o de azeitona com uma concentragdo de 5

ug/l.

Andlise por ICP-MS

Foram analisados 40 elementos, tendo sido determinada a sua concentracdo por
espectrofotometria de massa com plasma de acoplamento inductivo (ICP-MS),
utilizando um equipamento da marca Agilent 7700X, modelo G3281A. As condi¢des de
trabalho foram as seguintes: RF poténcia, 1,5 KW; taxa de fluxo de ar do plasma, 15
[/min.; taxa de fluxo de ar auxiliar, 0,9 I/min.; profundidade de amostra, 9,0 mm;
temperatura da interface do spray, 2°C; taxa de fluxo da amostra, 400 pl/min. As
determinacdes foram realizadas em duplicado. Os recipientes de niquel foram limpos
entre cada utilizacdo, com o mesmo programa operacional de digestdo no micro-

ondas, adicionando 7 ml de HNOs e enxaguados com agua ultra-pura desionizada.

3.13 — ANALISE QUIMICA DE SOLOS

Apesar de a nutricdo mineral dos solos ndo ser tradicionalmente considerada um
factor importante que afecta a qualidade do azeite, estudos recentes indicam que os
macronutrientes no solo podem ter efeito em alguns compostos do azeite (Erel et al,
2013). Os diferentes modos de producdo do olival, como por exemplo, produ¢cdo em
modo de producdo bioldgico ou convencional, também podem ser importantes na
justificacdo das diferencas obtidas na composicdo dos azeites analisados, uma vez que

implicam diferencas na disponibilidade dos nutrientes existentes no solo para a planta.

No capitulo 6, a andlise as amostras dos solos dos olivais em estudo, conduzidos em
modo de producdo convencional e em modo de producado biolégico, foram realizadas
no laboratdrio oficialmente autorizado pela Conselharia de Agricultura e Pescas, C + E
Analitica, situado em Sevilha. As amostras de terra foram limpas de impurezas como
pedras, ervas, folhas e enviadas embaladas em sacos plasticos de cerca de 3 Kg, de

acordo com as recomendagdes do laboratério através de uma transportadora
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rodovidria contratada. As determinacdes efectuadas e os métodos utilizados,

constantes nos boletins enviados, foram os seguintes:

- pH e condutividade eléctrica: medi¢cdao com electrodo em extracto aquoso 1:5;

- matéria organica: método Walkley-Black, materia organica oxidavel em dicromato
de potassio;

- azoto total: método Kjeldahl, por destilacao;

- cdlcio e magnésio: espectrofotometria de absorgao atémica de chama, em extrato
1:25 de acetato de aménio 1 N e pH 7;

- sodio e potassio: espectrofotometria de emissdo atdmica de chama, em extrato
1:25 de acetato de aménio 1 N e pH 7;

- fosforo e boro: espectrofotometria de ultravioleta-visivel, em extrato 1:10 de
Mehlich-3;

- ferro, cobre, zinco e manganés: espectrofotometria de absorcdo atémica, em
extrato 1:10 de Mehlich-3;

- carbonatos e célcio activo: calcimetro de Bernard;

- textura: método de Bouyoucos.
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CAPITULO 4 - TRATAMENTO ESTATISTICO

Os tratamentos estatisticos usados dependem do ensaio e dos objectivos em causa,
pelo que sdo justificados em cada ensaio. Todos os tratamentos e graficos foram
elaborados pelos “software” Microsoft Excel 2002 (Microsoft Corporation, 2002) e

Statistica 6.0 (StatSoft, 2001).

4.1 — ESTATISTICA DESCRITIVA E ANALISE DE VARIANCIA A UM FACTOR

A estatistica descritiva utiliza um conjunto de técnicas analiticas que tem por objectivo
resumir os dados recolhidos numa dada investigacdo a relativamente poucos nimeros

e graficos, calculando valores como a média e o desvio padrdo das varidveis.

A andlise de variancia visa, fundamentalmente, verificar se existe uma diferenca
significativa entre as médias e se os fatores exercem influéncia em alguma varidvel
dependente, comparando médias de diferentes populacGes para verificar se essas
populagdes possuem médias iguais ou ndo, permitindo que varios grupos sejam
comparados a um sé tempo. E geralmente aplicada quando se quer decidir se as
diferencas entre amostras observadas sdo reais (causadas por diferencas significativas
nas populacdes observadas) ou casuais (decorrentes da mera variabilidade amostral).
A analise parte do pressuposto que o acaso sO produz pequenos desvios, sendo as
grandes diferencas geradas por causas reais podendo, entdo, afirmar-se que os valores

médios sdo diferentes.

Nos ensaios realizados os valores médios foram obtidos a partir de duas ou trés
amostras semelhantes (dependendo do ensaio) e, em cada amostra, foram utilizadas 3
réplicas laboratoriais. Assim, cada valor médio estd associado a, pelo menos, seis
repeticbes (n = 6). Para além das médias dos atributos foram determinados os desvios
padrao, para incluir nas tabelas de resultados, bem como o intervalo de confianga a

95%, que foi usado para a apresentacdo grafica das médias.
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Para avaliar a existéncia de diferencas significativas entre os valores médios obtidos
para um determinado parametro, foi efetuado o teste de comparagdao de médias

“ANOVA post hoc comparisons Scheffé contrasts”.

O teste ANOVA avalia em que medida duas fontes de variabilidade contribuem para a
variacdo total dos dados: alguma variagao resulta da diferenga entre individuos dentro
de cada grupo (variacdo residual ou variancia dentro do grupo), enquanto a maioria da

variacdo resulta das diferengas introduzidas pelos grupos (variancia entre grupos).

4.2 — ANALISE MULTIVARIADA DOS DADOS

4.2.1 - Andlise em componentes principais

A analise em componentes principais (ACP) é uma técnica que tem por objectivo
reduzir um grande numero de varidveis experimentais a 2 ou 3 indices compostos,
denominados componentes principais (CP), sem se perder muita informacdo. A ACP é
baseada na combinacdo linear das varidveis experimentais com as varidveis
artificialmente produzidas, CPs, formando um novo espago ortogonal com um menor
numero de dimensdes, uma vez que apenas incorpora as componentes principais
significativas (Gardnier, 1997; Sharma, 1996). A primeira componente é a que contem
maior variancia associada, seguindo-se a segunda e assim sucessivamente, até perfazer
m-componentes, cuja soma da variancia é igual a soma da varidncia das variaveis
originais (100%). De facto, as m-variaveis originais tém valor préprio igual a 1, “pesam”
todas o mesmo, enquanto que as m-componentes tém valor préprio diferente de 1. A
primeira componente é a que tem maior valor préprio, seguindo-se a segunda, e assim
sucessivamente, sendo o somatério do valor prdprio das m-componentes, igual ao
numero de variaveis utilizadas na andlise (Johnson e Wichern, 1998). A representacao
grafica das variaveis que contribuem para a explicagdo das componentes principais,
bem como as coordenadas das amostras no plano formado pelas componentes
principais (projeccao das amostras no plano principal), permite reconhecer correlagoes

existentes entre varidveis originais e estabelecer grupos de amostras com
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comportamento semelhante, que seria mais dificil de analisar pela simples observagao
de numeros em tabelas. Uma vez que as componentes principais sdo combinagdes
lineares das varidveis originais, é necessario interpretar esta combinacdo. Assim,
quanto mais elevado for o valor da variavel inicial em relagdo a um CP mais influéncia
tem na sua formacdo. Deste modo podem usar-se os valores das correlacdes para
determinar quais as variaveis que influenciam cada um dos CPs, atribuindo-lhes um
significado. N3do existe um valor minimo estabelecido, a partir do qual podemos
afirmar que uma determinada varidvel influencia a formac¢dao do valor de um
componente principal; embora haja investigadores que considerem o valor 0,7 (Liu et
al, 2003), a maior parte consideram tradicionalmente o valor de 0,5 como minimo

(Sharma, 1996).

4.3 — CORRELACAO DE PEARSON

O coeficiente de correlacdo de Pearson é uma medida do grau de relacdo linear entre
duas variaveis quantitativas. Este coeficiente varia entre os valores -1 e 1. O valor 0
(zero) significa que ndo ha relacdo linear, o valor 1 indica uma relacdo linear perfeita e
o valor -1 também indica uma relagao linear perfeita mas inversa, ou seja quando uma
das variaveis aumenta a outra diminui. Quanto mais préximo estiver de 1 ou -1, mais
forte é a associacdo linear entre as duas variaveis. E normalmente representado pela

letra r.

O teste de correlagao de Pearson foi elaborado no sentido de entender influéncia da

composicao elemental dos solos nos azeites e bagacos de azeitona obtidos.
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CAPITULO 5- CARACTERIZAGAO DE AZEITES VIRGENS PROVENIENTES DA
CULTIVAR GALEGA VULGAR EM DIFERENTES REGIOES DO PAIS (ENSAIO 1)

RESUMO

Na primeira parte do ensaio caracterizaram-se azeites de diferentes cultivares e
diferentes regides do pais durante trés campanhas consecutivas, em relagdo ao seu
conteudo em acidos gordos e posteriormente analisaram-se estatisticamente apenas
0s azeites virgens provenientes da cultivar Galega vulgar em olivais do Norte, Centro e
Sul do pais. Na segunda parte restringiu-se a area ao Alentejo e analisaram-se azeites
virgens obtidos desta cultivar em dois estados de maturacdo, extraidos em lagares das
margens esquerda e direita do rio Guadiana, essencialmente em relacdo a composicao
em dacidos gordos, compostos antioxidantes e pigmentos clorofilinos e carotenoides.
Concluiu-se que o azeite da cultivar Galega vulgar se diferenciou do obtido das outras
cultivares devido principalmente ao contelddo elevado em 4acido palmitoleico e baixo
em acido linoleico. Em relagdo as diferentes regides do pais, separaram-se as amostras
obtidas no norte pelo seu elevado conteido em dacido oleico e as originarias do Baixo
Alentejo pelo conteddo nos acidos palmitico e palmitoleico. Nao foi encontrada
relacdo com o modo de producgdo. Restringindo a regido ao Alentejo e as duas margens
do rio Guadiana, foi possivel separar as amostras provenientes da margem esquerda
do rio, especialmente no estado de maturacdo verde, pelo seu elevado conteddo em
compostos fendlicos totais, oleuropeina, hidroxitirosol e clorofila. Verificou-se a
existéncia de uma acentuada relacdo entre a composicdo mineral dos solos e a dos

respectivos azeites virgens.

Palavras-chave: azeite virgem elementar; rastreabilidade geografica; Galega vulgar;

acidos gordos; antioxidantes.
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5.1 — INTRODUCAO

A rastreabilidade geografica dos azeites virgens implica a utilizacdo de métodos
analiticos que permitam a identificacdo da origem do azeite e a autenticacdo da

informacdo colocada no rétulo (Garcia-Gonzélez et al, 2009).

N3do existe um sé composto no azeite que esteja diretamente relacionado com a sua
origem geografica mas todos eles sdo parcialmente afetados pelas caracteristicas da
regido de onde provém. Assim, a andlise conjunta dos componentes maiores e
menores do azeite é, até agora, a aproximacdao mais eficiente a determinac¢do da sua
origem geografica. No entanto, s6 os parametros quimicos que nao se alterem durante
o transporte e processamento das azeitonas e armazenamento do azeite extraido
podem ser elegiveis como marcadores da rastreabilidade dos azeites até a origem

geografica das oliveiras (Garcia-Gonzdlez et al, 2009).

Virios estudos anteriores demonstraram que a composicdao em acidos gordos tem um
papel fundamental ndo sé na caracterizagao da cultivar mas também na caracterizagao
pedoclimatica dos azeites e, por isso, na sua identificacdo geografica (Garcia-Gonzalez

et al, 2009; Tsimidou et al, 1987; D imperio et al, 2007; Alonso et al, 1993).

Ziarati et al (2014) afirma que existem muitos factores que afectam as caracteristicas
quimicas e fisicas dos azeites virgens, como por exemplo o tipo de solo e a
temperatura. A temperatura noturna é geralmente mais baixa em altitudes elevadas,
afectando a composicdao em acidos gordos. Outro dos factores preponderantes na
composicdo do azeite é a estrutura do solo. A matéria organica melhora tanto a
produtividade da oliveira como a estrutura do solo, ajudando-o a manter os nutrientes
em formas disponiveis para as raizes. Assim, num ensaio realizado pelos mesmos
autores, estes concluiram que diferentes condi¢cbes topograficas e ecoldgicas,
especialmente altitude, temperatura e a estrutura do solo resultaram em alteragdes
significativas na composicdo em acidos gordos e no conteido em minerais e metais

pesados nas azeitonas analisadas.
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A concentragdo e composi¢do fendlica dos azeites virgens é fortemente afetada por
fatores agronédmicos e tecnolégicos como como a cultivar, o local de origem, o clima, o
estado de maturacdo, a altura da colheita da azeitona e o modo de producdo do olival

(Baccouri et al, 2008; Tura et al, 2007; Cerretani et al, 2006).

O efeito da maturagao no contelddo em antioxidantes dos azeites virgens depende das
interacGes com o ano da colheita, pelo que é necessario estudar as alteracdes sazonais
em diferentes campanhas (Beltrdn et al, 2005). A época de colheita é, assim, uma
varidvel critica, uma vez que a composicdo quimica do azeite virgem pode variar

consideravelmente de ano para ano (Salvador et al, 2003).

Ouni et al (2011) refere que que as caracteristicas edafo-climaticas influenciam a
producdo qualitativa e quantitativa da fracdo fendlica do azeite, pelo que estes
compostos podem ser usados como marcadores para caracterizar e diferenciar os
azeites virgens de acordo com a sua origem geografica. A mesma opinido tem Aparicio
et al (2002) que afirma que o conteddo em compostos fendlicos totais de um azeite
virgem varia com o tipo de solos do olival de onde provém, sendo este valor

consideravelmente mais elevado em solos calcarios do que em solos argilosos.

A determinacdo quantitativa de elementos vestigiais nos alimentos tem sido um
desafio para a quimica analitica, uma vez que estes tém implicacdes evidentes na
nutricdo (Boufleur et al, 2013), seguranca (Zand et al, 2012) e qualidade (Benedet et al,
2008) dos produtos. Em relacdo ao azeite virgem, a analise elemental ndo tem tido
muita atencdo, ao contrdrio de componentes como os acidos gordos, esterdis e
compostos antioxidantes, que tém sido os alvos prioritarios na resolucdo de assuntos
relacionados com a sua autenticidade e qualidade. Sabe-se, no entanto, que certos
contaminantes metalicos como o cobre (Cu) e o ferro (Fe) aceleram os processos de
oxidacdo do azeite, tendo um efeito negativo na sua qualidade sensorial (Benedet et
al, 2008). A importancia dos metais na estabilidade do azeite virgem explica a
existéncia de limites estabelecidos pelo Conselho Oleicola Internacional (COl) para o
cobre (0,1 mg/Kg) e ferro (3,0 mg/Kg) e também para alguns contaminantes como o
chumbo (0,1 mg/Kg) e o arsénio (0,1 mg/Kg), no azeite e no dleo de bagaco de

azeitona (COIl, 2013). Podem encontrar-se, ainda, outros elementos, transferidos das
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superficies metdlicas dos equipamentos de extragdo e armazenamento ou
incorporados no azeite através do solo; neste caso a sua concentracdao depende das

reacoes bioquimicas de cada cultivar (Chatzistathis et al, 2009).

A importancia dos elementos minerais que passam para o azeite virgem, através do
solo tem, actualmente, especial relevancia, uma vez que estes elementos podem ser
potencialmente utilizados na rastreabilidade geogrdfica dos azeites virgens com
Denominagdo de Origem Protegida (DOP) ou Indicacdo Geografica Protegida (IGP) (EU,

2012) e na determinacdo da proveniéncia geografica de outros azeites virgens.

Os elementos minerais vestigiais sdo incorporados na oliveira através do solo e sdo
depois parcialmente transferidos para as azeitonas (Bakircioglu et al, 2013). A
disponibilidade destes elementos varia de olival para olival, suportando a hipdtese de

gue poderdo ser usados para determinar a origem geografica do azeite virgem.

A cultivar Galega vulgar é a mais difundida em Portugal. Representando cerca de 80%
da superficie do olival nacional (CEPAAL, 2013), estd disseminada principalmente nas
regides da Beira Interior, Ribatejo, Alentejo e Algarve e entra na constituicdo das trés

DOP de azeite virgem do Alentejo.

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se fazer a caracterizacdo do azeite virgem
proveniente da cultivar Galega vulgar em diferentes regides de maneira a possibilitar a
sua rastreabilidade geografica. Assim, na primeira parte do ensaio analisou-se a
composicdao média em acidos gordos de azeites virgem extra obtidos de seis cultivares
de azeitona em olivais situados nas regides Norte, Centro e Sul do pais durante trés
campanhas consecutivas (2009/2010, 2010/2011 e 2011/2012) e com diferentes
modos de producao, a fim de comparar a composicao acidica das varias cultivares com
a da cultivar Galega vulgar. Na campanha 2011/2012, especificou-se a analise
estatistica dos resultados para a cultivar Galega vulgar, separando as amostras por
concelho e modo de producdo: tradicional de sequeiro, tradicional de regadio,
intensivo e modo de produgao biolégico. Na segunda parte do ensaio, com o intuito de
aprofundar o tema da rastreabilidade geografica, tentando verificar a fama que os
azeites da margem esquerda do rio Guadiana sempre tiveram ao longo dos séculos (ja

0os romanos elogiavam a sua qualidade) restringiu-se a drea em analise ao Alentejo e
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procedeu-se a obtengdo e anadlise de amostras de azeite virgem extra extraidas da
cultivar Galega vulgar em dois estados de maturagao e obtidas em seis olivais e lagares
situados nas margens esquerda e direita do rio Guadiana. As amostras foram obtidas
na mesma campanha (2012/2013) e manteve-se o modo de produgdo: tradicional de
regadio. Analisou-se essencialmente a variacdo na composi¢cdo em acidos gordos e em
antioxidantes como compostos fendlicos totais, oleuropeina, hidroxitirosol e tocoferdis
o, B e y. Analisou-se ainda a composicdo em pigmentos clorofilinos e carotenoides e
verificou-se a estabilidade oxidativa das diferentes amostras. Para confirmar a
hipétese de que a disponibilidade de elementos minerais existentes no solo varia de
olival para olival influenciando o seu conteuddo nas respectivas azeitonas e azeite delas
extraido, colheram-se amostras de solos nos seis olivais, analisando-se a sua
composicdo mineral e relacionando-a com a composicdo mineral dos respectivos

azeites virgens e bagacos de azeitona resultantes do processo de extragao.

5.2 — MATERIAL E METODOS

O ensaio iniciou-se na campanha de 2009/ 2010 com a selecdo de seis cultivares de
azeitona: Arbequina (quatro olivais em modo de producdo intensivo), Blanqueta (dois
olivais em modo de producdo tradicional), Cobrangosa (trés olivais em modo de
producdo intensivo), Cordovil de Serpa (quatro olivais em modo de producdo
tradicional), Galega vulgar (quinze olivais nos modos de producdo intensivo, tradicional
e bioldgico) e picual (trés olivais em modo de producdo intensivo) em 31 olivais
situados nos concelhos de Viseu, Celorico da Beira, ldanha-a-Nova, Fundao, Castelo
Branco, Santarém, Avis, Monforte, Alandroal, Vidigueira, Ferreira do Alentejo, Beja,
Serpa e Moura. As amostras de azeite virgem foram extraidas pelo método centrifugo
de duas fases em lagares situados nos respetivos concelhos e colhidas a saida da
centrifuga vertical para frascos de vidro escuro de 500 ml de capacidade, durante o
més de Novembro (em data escolhida pelo olivicultor). As amostras foram congeladas
a -20°C até a data da analise. Os azeites virgens foram extraidos em trés campanhas
consecutivas: 2009/2010, 2010/2011 e 2011/2012, sempre nos mesmos olivais

selecionados. Procedeu-se a determina¢do do conteddo em acidos gordos de acordo
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com o método descrito no ponto 1.15 no Laboratério de Estudos Técnicos (LET) do
Instituto Superior de Agronomia. O fato de, nesta fase, ndo ter sido possivel um
controlo total de todos os fatores que influenciam a composicdo final de um azeite
virgem, optou-se por selecionar um parametro de anadlise quimica que nao se alterasse
durante a colheita, transporte e armazenamento das azeitonas e que pudesse ser
elegivel como marcador da rastreabilidade dos azeites até a origem geografica das

oliveiras.

Obtiveram-se assim, para cada cultivar:

- cultivar Arbequina: 12 amostras (4 olivais X 3 campanhas)

- cultivar Blanqueta: 6 amostras (2 olivais X 3 campanhas)

- cultivar Cobrancosa: 9 amostras (3 olivais X 3 campanhas)

- cultivar Cordovil de Serpa: 12 amostras (4 olivais X 3 campanhas)
- cultivar Galega vulgar: 45 amostras (15 amostras X 3 campanhas)
- cultivar picual: 9 amostras (3 amostras X 3 campanhas)

Para a campanha 2011/2012, procedeu-se a avaliagdo estatistica dos resultados,
através da andlise em componentes principais (ACP) para a cultivar Galega vulgar,
separando as amostras por regido e modo de producdo. As quinze amostras analisadas

foram codificadas de acordo com a tabela 7:
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Tabela 7 Codificacao das amostras de azeite virgem provenientes da cultivar Galega vulgar com
base na regido de proveniéncia e modo de produgao

AMOSTRA CONCELHO FREGUESIA MODO DE PRODUGAO
Nvl Viseu Sta. Maria Tradicional sequeiro
N v2 Viseu Sta. Maria Intensivo
Nv3 Viseu Sao José Bioldgico
N c4 Celorico da Beira Carvalheda Tradicional sequeiro
N c5 Celorico da Beira Ratoeira Tradicional regadio
cfi Fundao Fundao Bioldgico
Ccf2 Fundao Castelo Novo Intensivo
Cc3 Castelo Branco Sarzedas Tradicional sequeiro
Ccad Castelo Branco Sarzedas Tradicional regadio
Ci5 Idanha-a-Nova Provenca-a-Velha Bioldgico
Cs6 Santarém Santarém Tradicional sequeiro
Sal Alandroal Sdo Pedro Tradicional sequeiro
Sa2 Alandroal Sao Pedro Tradicional regadio
S b3 Beja Santiago Maior Bioldgico
Sm4 Moura S. Jodo Batista Intensivo

A letra inicial na codificacdo das amostras pretende separar os azeites em trés grandes
regioes de proveniéncia: Norte (N), Centro (C) e Sul (S). A segunda letra, minuscula,

identifica o concelho e a terceira letra enumera as amostras por regido.

A segunda etapa do trabalho decorreu na campanha de 2012/ 2013 restringindo-se a
regido em andlise ao Alentejo. Colheram-se amostras de azeite virgem extra, obtidos
da cultivar Galega vulgar em dois estados de maturacdo, através do método de
extracdo centrifugo de duas fases com temperatura de extracdo controlada na
batedeira e na centrifuga vertical entre os 252c e os 279C. As amostras foram
recolhidas a saida da centrifuga vertical em trés lagares localizados em cada uma das
margens do rio Guadiana. As amostras de azeite consideradas azeite verde foram

extraidas no inicio de Novembro e as de azeite maduro extraidas no inicio do més de
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Dezembro. Em cada lagar recolheram-se trés amostras para garrafas de vidro escuro
de 500 ml, que foram transportadas para o Laboratdrio de Vinho e Azeite (LVA) do
Instituto Politécnico de Beja e imediatamente congeladas a -202C até a data das
anadlises. Um dos frascos de cada amostra foi utilizado para a realizagdo das analises
efetuadas no Laboratdrio de Vinho e Azeite do Instituto Politécnico de Beja (LVA):
percentagem de acidez, indice de perdxidos, indices espectrofotométricos a 270 e 232
nm, compostos fendlicos totais, pigmentos clorofilinos e carotenoides e viscosidade e
no laboratério do Centro de Biotecnologia do Alentejo (CEBAL): compostos fendlicos
individuais por HPLC (oleuropeina, hidroxitirosol e acido cafeico). O segundo frasco de
500 ml de cada amostra foi transportado congelado para o Laboratério de Estudos
Técnicos do Instituto Superior de Agronomia (LET), onde foram realizadas as seguintes
analises: acidos gordos, tocoferdis a, B e y e estabilidade oxidativa (rancimat), como
descrito anteriormente neste trabalho. O terceiro frasco correspondente a cada uma
das seis amostras de azeite virgem extraido de azeitonas maduras foi transportado
congelado para o laboratério da Universidade de Huelva onde se procedeu a andlise
elemental. Na mesma altura foram recolhidas, a saida do decanter, 3 amostras de
bagaco de azeitona correspondentes a cada uma das amostras de azeite virgem
maduro que foram embaladas em frascos de vidro escuro de 500ml e congeladas a -
202C no Instituto Politécnico de Beja até a data das analises. As amostras de solo
foram colhidas a 30 cm de profundidade, no inicio de Dezembro, aquando da colheita
das azeitonas maduras. Foram colhidas aleatoriamente 3 amostras em cada um dos 6
olivais correspondentes a cada uma das 6 freguesias analisadas e armazenadas em
sacos plasticos com a capacidade de 5 Kg cada. Tanto o terceiro frasco correspondente
a cada uma das seis amostras de azeite virgem extraido de azeitonas maduras, como
as amostras de bagaco de azeitona e de solo correspondentes foram transportados
para o laboratério da Universidade de Huelva onde se procedeu a andlise elemental.
Para avaliar as diferencas entre a composicdo elemental do solo, do azeite e do
respectivo bagaco de azeitona, analisaram-se 40 elementos vestigiais pelo método ICP-
MS (descrito anteriormente), tendo depois sido selecionados os 12 que apareciam em,
pelo menos, dois dos produtos analisados: litio (Li), boro (B), vanadio (V), crémio (Cr),
cobalto (Co), niquel (Ni), cobre (Cu), zinco (Zn), galio (Ga), estréncio (Sr), cddmio (Cd) e

bario (Ba).
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Todos os resultados foram analisados estatisticamente através da analise descritiva e
analise de variancia e técnicas de analise multivariada de dados como a analise em
componentes principais (ACP) e classificacdo aglomerativa hierdrquica (Cluster

Analysis).

As amostras analisadas nesta segunda parte do ensaio foram as constantes na tabela
8. As amostras de azeite designadas verde, provenientes de azeitonas colhidas no
inicio de Novembro, apresentavam um indice de maturagao entre 2 e 3 e as amostras
classificadas como maduro, extraidas de frutos colhidos no inicio de Dezembro,
apresentavam um indice de maturacdo entre 4 e 5.

Tabela 8 Codificagcdo das amostras de azeite virgem extra extraidas da cultivar Galega vulgar
em dois estados de maturacdo em lagares das margens esquerda e direita do rio Guadiana

Amostra Maturagdo Margem do rio Concelho Freguesia
EVC Verde Esquerda Moura Sto. Agostinho
EMC Maduro Esquerda Moura Sto. Agostinho
EVM Verde Esquerda Moura S. Jodo Batista
EMM Maduro Esquerda Moura S. Jodo Batista
EVE Verde Esquerda Serpa Salvador
EME Maduro Esquerda Serpa Salvador
DVB Verde Direita Beja Santiago Maior
DMB Maduro Direita Beja Santiago Maior
DVF Verde Direita Beja S. Brissos
DMF Maduro Direita Beja S. Brissos
DVR Verde Direita Reguengos de Monsaraz Reg. de Monsaraz
DMR Maduro Direita Reguengos de Monsaraz Reg. de Monsaraz

5.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo faz-se, inicialmente, uma apreciacdo dos resultados das analises obtidas
na primeira parte do ensaio em que se pretendeu comparar a composicdo acidica de
varias cultivares de azeitona com a da cultivar Galega vulgar e fazer a rastreabilidade
geografica das amostras de azeite extraidas da cultivar Galega vulgar nas regides

Norte, Centro e Sul do pais com base na sua composicdo em dacidos gordos. De
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seguida, faz-se a caracterizagdo quimica de amostras de azeite virgem extra extraidas
da cultivar Galega vulgar nos estados de maturagdo verde e maduro em lagares
situados nas margens esquerda e direita do rio Guadiana, analisando-se as diferencas
na composicdo em relagdo a maturagdo e ao local de proveniéncia das amostras.
Finalmente compara-se a composicao elemental dos solos e dos azeites e bagacos de
azeitona obtidos das azeitonas maduras afim de verificar a possivel existéncia de uma
relacdo padrdo que possa contribuir para a rastreabilidade geografica dos azeites

virgens.

Os resultados das médias das trés repeticoes de cada andlise efectuada sado

apresentados sob a forma de figuras e/ ou tabelas.

Uma vez que cada amostra de azeite foi caracterizada por varios parametros de
qualidade e de composicdo, o estudo de um parametro isoladamente ndo permite
avaliar as modificagGes ocorridas simultaneamente em todas as varidveis analisadas
para os dois estados de maturacdo e diferentes locais de origem dos azeites. Assim,
apos a analise estatistica descritiva através da determinacdo da média, desvio e erro
padrao, bem como do intervalo de confianga da média a 95% e a andlise de variancia a
um fator (teste de Scheffé para a comparacdo de médias), apresentam-se os
resultados graficamente através do método “box and whiskers” que permite colocar
em evidéncia os dois fatores em estudo (maturacdo dos frutos e margem do rio) para
cada analise, demonstrando de forma sucinta as diferengas verificadas nas tabelas.
Procedeu-se a andlise multivariada dos dados pela Analise em Componentes Principais
(ACP) e ainda a aplicacdo do teste de correlacdo de Pearson na avaliacdo da relacdo da

composicao elemental dos solos com os azeites e bagacos de azeitona obtidos.

Os valores médios foram obtidos a partir de trés amostras semelhantes e trés réplicas
laboratoriais de cada amostra, pelo que o valor médio de cada determinacdo esta

associado a nove repeticdes (n =9).
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5.3.1 — Composicao acidica de azeites virgens extraidos das cultivares Arbequina,
Blanqueta, Cobrancosa, Cordovil de Serpa, Galega vulgar e picual

A composicdo qualitativa em acidos gordos é constante nos diferentes azeites virgens,
variando quantitativamente a percentagem entre eles devido a diversos fatores como
a cultivar, regidao, condi¢des climatéricas, quantidade de agua disponivel durante o
crescimento da azeitona, altitude e estado de maturacdo dos frutos (Aguilera et al,

2005; Aparicio et al, 2002; Gouveia, 1995).

Considerando, no entanto, que a composicdo em 4cidos gordos tem um papel
fundamental na caracterizacdo das cultivares de azeitona, apresentam-se, na tabela 9
os resultados (média e desvio padrdo) obtidos na determinacdo da composicdo em
acidos gordos para os azeites virgens obtidos das varias cultivares em estudo, durante
as trés campanhas nas regides Norte, Centro e Sul do pais. Para diluir a influencia de
todos os fatores que podem contribuir para a variabilidade na composi¢cao em acidos
gordos, fazendo sobressair apenas as diferencas em relacdo a cultivar, os resultados
apresentados referem-se a média da determinagdo para todas as amostras analisadas,
independentemente do estado de maturacao do fruto, do local de proveniéncia, das

caracteristicas edafoclimaticas, do modo de produc¢do do olival e do ano de colheita.
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Tabela 9 Composi¢do percentual (média e desvio padrao) em acidos gordos das cultivares
picual, Galega, Cordovil, Blanqueta, Arbequina e Cobrangosa em varias regioes do pais durante
trés campanhas

Cultivar Picual Galega Cordovil Blanqueta Arbequina Cobrangosa
n=9 n=45 n=12 n=6 n=12 n=9
AG

C16:0 11,33(1,07) 14,27(1,05) 11,18(0,72) 15,16(1,82) 14,32(0,39) 12,16(0,96)
Cle6:1 0,94(0,08) 2,19(0,34) 0,92(0,17) 1,34(0,15) 1,67(0,13) 0,88(0,27)
C17:0 0,05(0,01) 0,13(0,03) 0,05(0,03) 0,18(0,05) 0,11(0,01) 0,16(0,04)
C17:1 0,08(0,02) 0,34(0,03) 0,09(0,07) 0,33(0,04) 0,23(0,01) 0,23(0,02)
C18:0 2,99(0,51) 1,82(0,20) 2,24(0,24) 2,10(0,64) 1,77(0,11) 4,35(0,61)
ci1s8:1 79,43(0,75) 75,08(1,20) 78,85(0,92) 64,35(5,11) 70,40(1,58) 71,87(2,86)
C18:2 3,15(0,25) 4,07(0,53) 4,79(1,37) 14,94(2,86) 9,69(1,24) 8,05(2,14)
C18:3 0,70(0,07) 0,66(0,06) 0,77(0,01) 1,07(0,35) 0,55(0,10) 0,77(0,04)
C20:0 0,38(0,01) 0,32(0,02) 0,36(0,04) 0,39(0,01) 0,37(0,02) 0,46(0,02)
C20:1 0,25(0,01) 0,25(0,03) 0,29(0,04) 0,36(0,12) 0,30(0,01) 0,20(0,01)
C22:0 0,11(0,01) 0,09(0,01) 0,11(0,02) 0,12(0,02) 0,11(0,01) 0,10(0,01)
C24:0 0,05(0,01) 0,04(0,01) 0,05(0,02) 0,04(0,00) 0,04(0,01) 0,06(0,01)
AGS 14,92(0,57) 16,69(1,01) 14,00(0,72) 17,98(1,17) 16,72(0,40) 17,23(0,66)
AGMI 80,69(0,68) 77,87(0,99) 80,15(0,90) 66,37(4,89) 72,61(1,46)  73,18(2,73)
AGPI 3,87(0,24) 4,74(0,57) 5,56(1,38) 16,01(3,22)  10,24(1,33) 8,81(2,11)
AGMI/AGPI  20,83(1,43) 16,42(2,15) 14,42(3,94) 4,15(1,16) 7,09(1,00) 8,30(1,33)

AGS: Acidos Gordos Saturados; AGMI: Acidos Gordos Monoinsaturados; AGPI: Acidos gordos
Polinsaturados
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Como se pode verificar na tabela 9 a composicdo em dacidos gordos nos azeites
estudados é varidvel dependendo do gendtipo da cultivar. Os acidos gordos
monoinsaturados, em maior percentagem, tém grande importancia devido as suas
implicagGes nutricionais e efeito na estabilidade oxidativa dos azeites (Zarrouk et al,
2009). O 4cido oleico (C18:1) é o principal acido gordo monoinsaturado (55% - 83%) e,
nas amostras analisadas das diferentes cultivares, esta presente num intervalo que
varia entre 64,35% na cultivar Blanqueta e 79,43% na cultivar Picual. Estes valores
estdo de acordo com os autores consultados (tabela 2.5) e Zarrouk et al (2009) que
obteve, nas 19 cultivares analisadas, para este acido, um intervalo de variacdo
consideravel, entre 42,23% e 77,5%. De realcar o facto de, neste ensaio, as cultivares
Picual e Cordovil apresentarem um teor em acido oleico bastante elevado, superior ao
resultado encontrado por Zarrouk et al (2009) nas amostras de azeite das 19 cultivares
analisadas. O conteudo em 4cido palmitoleico (C16:1), o segundo acido gordo
monoinsaturado mais relevante no azeite variou entre 0,92% na cultivar Cordovil e
1,67% na cultivar Arbequina. O teor de acido palmitico (C16:0), o mais importante
acido gordo saturado existente no azeite, variou entre 11,33% na cultivar Picual e
15,15% na cultivar Blanqueta, podendo ser considerado um valor mediano quando
comparado com os autores consultados, expostos na tabela 2.5. A percentagem de
acido estearico (C18:0), outro acido gordo saturado importante, variou entre 1,77% na
cultivar Arbequina e 4,35% na cultivar Cobrancosa. Em relacdo aos dacidos gordos
polinsaturados, importantes na nutricdo mas negativamente relacionados com a
estabilidade do azeite por serem muito mais susceptiveis a oxida¢do do que os acidos
gordos monoinsaturados, obteve-se a menor percentagem de acido linoleico (C18:2)
na cultivar Picual (3,15%) e a maior percentagem na cultivar Blanqueta (14,94%). De
realcar o facto de o Conselho Oleicola Internacional (COI) e o Regulamento (EU) n2
61/2011 da Comissdo de 24 de Janeiro estabelecerem como limites para este acido
gordo os valores de 3,5% (minimo) e 21,0% (maximo). Verifica-se assim que, com a
excep¢do da cultivar Blanqueta, todas as cultivares analisadas apresentaram um
conteldo relativamente baixo de acido linoleico, tendo mesmo a cultivar Picual
apresentado um valor inferior ao valor minimo estabelecido. Em relagao ao acido
linolénico (C18:3), o acido gordo mais insaturado presente no azeite, o valor variou

entre 0,55% para a cultivar Arbequina e 1,07% para a cultivar Blanqueta, percentagem
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que ultrapassa ligeiramente o maximo de 1,0%, estabelecido para o azeite virgem
extra no Regulamento (EU) n2 61/2011 da Comissdo de 24 de Janeiro. De acordo com
outros autores consultados o valor maximo de 1% foi ultrapassado em azeites
marroquinos analisados por El Antari et al (2003) que obteve resultados de 1,43%;
Ravetti (1999) e Rondanini et al (2011) analisaram azeites argentinos com
percentagens de 1,42% e 1,30%, respectivamente, de acido linolénico. Meehan (2001)
encontrou azeites com 1,5% de C18:3 na Nova Zelandia e, mesmo na Europa, Dettori e
Russo (1993) reportaram valores entre 1,10% e 1,40% em azeites provenientes da
provincia de Lecce em Italia. Em ensaios realizados por Rondanini et al (2011) e por
Esmaeili et al (2012), os autores observaram uma relagao inversa entre o conteldo de
acido oleico e dos acidos linoleico e palmitico. Assim, no ensaio de Rondanini et a/
(2011), enquanto cultivares com um baixo conteiddo em acido oleico como a
Arbequina e a Arauco apresentaram teores elevados de acido linoleico e palmitico,
cultivares com um elevado conteldo em 4&cido oleico como as cultivares Picual,
Changlot e Coratina apresentaram teores inferiores dos acidos linoleico e palmitico. No
presente ensaio o mesmo foi observado para todas as cultivares analisadas: a cultivar
Picual, com o valor mais elevado de acido oleico (79,43%), apresentou o conteldo
mais baixo em 4cido linoleico (3,15%) e palmitico (11,33%) e a cultivar Blanqueta, com
o teor mais baixo de acido oleico (64,35%), os valores superiores de acido linoleico
(14,94%) e palmitico (15,16%). A razdo entre os acidos gordos insaturados, ou seja, a
razdo acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI) do
azeite virgem contribui para a caracterizacdo das cultivares, uma vez que o perfil de
acidos gordos é afectado principalmente pela cultivar. Assim, no presente ensaio, a
relacdo AGMI/AGPI variou entre 4,15 para a cultivar Blanqueta e 20,83 para a cultivar
Picual, tendo Zarrouk et al (2009) obtido valores compreendidos entre 1,73 e 17,52 nas
19 cultivares analisadas. Em relagdo a cultivar Galega vulgar esta distinguiu-se das
outras cultivares, principalmente devido ao seu elevado conteido em 4acido
palmitoleico (2,19%). Apresentou também um conteudo baixo em acidos gordos
polinsaturados, acido linoleico (4,07%) e linolénico (0,66%) e, se excluirmos a cultivar
Blanqueta devido a sua pouca representatividade no pais, pode-se concluir que a
cultivar Galega vulgar apresentou também um dos conteudos mais elevados em acido

palmitico (14,27%). Em relacdo a composicdo em acido oleico nas amostras em estudo,
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apresentou uma composi¢do média (75,08%). A razdo AGMI/AGPI foi
consideravelmente elevada, de 16,42, a segunda maior a seguir a cultivar Picual e a

mais elevada entre as cultivares portuguesas.

5.3.2 — Composicdo acidica de azeites virgens extraidos da cultivar Galega vulgar
provenientes de olivais do Norte, Centro e Sul do pais

De acordo com a bibliografia consultada no capitulo das consideragdes tedricas, Curci
(2001), refere que os acidos gordos que constituem o azeite apresentam uma certa
variabilidade, de acordo com a regido de proveniéncia, havendo, no entanto, uma clara
prevaléncia do acido oleico. Também Gurdeniz et al (2008) afirma que a descricdo de
uma cultivar especifica com base no seu perfil em acidos gordos é importante, uma vez
gue este parametro é um dos parametros de qualidade de um azeite virgem e tem um
poder discriminante positivo permitindo distinguir azeites virgens elementares,

mesmo quando origindrios de areas geograficas muito préximas.

Assim, apds anadlise da composicao em dacidos gordos das amostras de azeite virgem,
para avaliar a influéncia da regido de proveniéncia no perfil em acidos gordos da
cultivar Galega vulgar, procedeu-se a analise estatistica, através do método de andlise
em componentes principais (ACP), dos azeites obtidos desta cultivar, de acordo com o
concelho e freguesia de origem, separando-as em amostras obtidas no Norte, Centro e
Sul do pais (ver codificacdo das amostras no ponto 5.2, tabela 7). As amostras foram

também descritas de acordo com o modo de producdo do respetivo olival.
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Tabela 10 Composicdo percentual (média e desvio padrdo) em acidos gordos das amostras de
azeite virgem extraidas da cultivar Galega vulgar nas regioes Norte (N), Centro (C) e Sul (S)

A C16:0 Cl6:1 C17:.0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 (C18:1/
C18:2

Nvi 13,77 2,15 0112 034 1,65 7639 3,40 0,61 22,47
(0,08) (0,05) (0,01) (0,01) (0,02) (0,22) (0,09 (0,01)

Nv2 1401 230 012 034 163 7618 349 066 21,83
(0,100 (0,02) (0,01) (0,01) (0,01) (0,15)  (0,08) (0,02)

Nv3 1353 2,14 013 031 1,62 7623 341 058 22,35
(0,05) (0,03) (0,02) (0,01) (0,03) (0,19) (0,10) (0,02)

Ne4 1295 1,57 011 034 197 7616 458 071 16,62
(0,12) (0,02) (0,01) (0,01) (0,01) (0,31) (0,06) (0,01)

Nes 12,80 1,87 011 033 1,87 7599 439 0,77 17,31
(0,11)  (0,02) (0,01) (0,01) (0,02) (0,23) (0,11) (0,01)

cf1 1300 1,82 011 032 202 768 393 0,60 19,55
(0,09) (0,01) (0,01) (0,01) (0,02) (0,13) (0,07) (0,02)

cf2 1419 227 011 032 1,72 7474 435 068 17,18
(0,05) (0,03) (0,02) (0,01) (0,04) (0,33) (0,09 (0,01)

C3 1497 2,14 0412 035 1,90 7490 443 0,64 1691
(0,07) (0,04) (0,01) (0,01) (0,04) (0,13) (0,13) (0,01)

Ce4 1555 2,53 0412 030 1,72 7436 3,36 0,58 22,13
(0,06) (0,01) (0,01) (0,01) (0,03) (0,22) (0,14) (0,01)

G5 1464 240 014 036 1,83 7401 462 068 16,02
(0,14) (0,01) (0,01) (0,01) (0,02) (0,18) (0,08) (0,01)

Cs6 1578 220 0413 035 1,78 7408 3,74 0,69 19,81
(0,18)  (0,02) (0,01) (0,01) (0,02) (0,15) (0,07) (0,02)

sal 14,16 2,28 020 044 230 73,54 505 068 14,56
(0,11)  (0,02) (0,01) (0,01) (0,01) (0,25) (0,05 (0,02)

sa2 1464 2,07 017 033 18 7463 421 069 17,73
(0,15)  (0,02) (0,01) (0,01) (0,02) (0,19) (0,10) (0,01)

sb3 1575 295 012 031 161 7310 4,06 0,65 18,00
(0,09) (0,03) (0,01) (0,01) (0,02) (0,18) (0,12) (0,01)

sm4 1569 2533 012 030 1,73 7430 421 0,66 17,65
(0,100  (0,05) (0,01) (0,01) (0,01) (0,16)  (0,09) (0,02)

De acordo com Zarrouk et al (2009), o conteldo em 4&cido oleico (C18:1), acido
linoleico (C18:2) e a razdo entre ambos sdo valores relevantes para descriminar
amostras de azeite virgem e depende principalmente da cultivar (Rondanini et al,
2011). Assim, de acordo com a tabela 10, independentemente da regido de origem,
observa-se que as caracteristicas varietais da cultivar Galega vulgar se mantiveram: um
elevado teor em acidos gordos monoinsaturados: acido palmitoleico (C16:1) e acido
oleico (C18:1), um baixo teor em acidos gordos polinsaturados: acido linoleico (C18:2)
e 4cido linolénico (C18:3) e um elevado teor em acidos gordos saturados,

principalmente acido palmitico (C16:0), o que confere aos azeites extraidos desta
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cultivar uma elevada relagdo acido oleico/acido linoleico, contribuindo para uma
consideravel resisténcia a oxidacdo, apesar do seu baixo teor em compostos fendlicos,
como se vera mais a frente nos resultados deste ensaio. No entanto, e ainda de acordo
com a tabela 10, verifica-se também uma tendéncia para um aumento do teor de
acido oleico com a latitude, ou seja, as amostras de azeite virgem com um conteldo
em acido oleico mais elevado foram as obtidas no Norte do pais, oriundas dos
concelhos de Viseu e Celorico da Beira (entre 75,99% e 76,39%) e as amostras de
azeite virgem com o teor mais baixo de acido oleico foram as extraidas no Alentejo
(entre 73,10% e 74,63%). Em relacdo ao teor de acido linoleico, as diferencas entre
regidoes foram menores, apesar de as amostras de azeite virgem obtidas no concelho
de Viseu (Norte) terem sido as que obtiveram o valor mais baixo em acido linoleico
(entre 3,40% e 3,49%) para os anos em andlise. Este valor foi mesmo ligeiramente
inferior ao minimo estipulado pelo Conselho Oleicola Internacional (COI) e pelo
Regulamento (EU) n2 61/2011 da Comissdo de 24 de Janeiro (3,5%). A razdo acido
oleico/ 4acido linoleico (C18:1/C18:2) foi, em média, superior nas amostras obtidas no
concelho de Viseu (entre 21,83 e 22,47), ndo havendo uma variacdao relevante nos
restantes concelhos do pais. Estes resultados estdo de acordo com Rondanini et al
(2011) que sugere que diferengas no teor de dacido oleico na mesma cultivar com
origem em diferentes regides serd o resultado de uma interagao gendtipo X ambiente,
gue ndo é igual para todas as cultivares. Em um ensaio realizado pelo autor este
verificou que o contelddo de acido oleico na cultivar Arbequina estava
significativamente associado com a temperatura média durante a fase de acumulacao
de azeite, tendo a relacdo sido negativa: o teor de acido oleico desceu dois pontos
percentuais por 2C de temperatura média entre os 232C e os 272C. No mesmo sentido
Turhan et al (2010) refere que o aumento da temperatura resulta num aumento do
conteldo em 4cido linoleico devido ao efeito da temperatura na actividade das
enzimas dessaturase que convertem o acido oleico em acido linoleico. Estes resultados
ndo sdo no entanto consensuais entre autores uma vez que Esmaeili et al (2012) e Tura
et al (2007) obtiveram, para outras cultivares, resultados contrarios, ou seja, um teor
de acido oleico mais elevado em regides mais quentes, o que podera estar relacionado
com diferengas no metabolismo dos lipidos para as diferentes cultivares e também

com outras varidveis ambientais como amplitudes térmicas, temperatura noturna e
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quantidade de dgua disponivel, por exemplo . No presente ensaio, para a cultivar
Galega vulgar, obteve-se uma tendéncia semelhante aos resultados de Rondanini et al
(2011) e de Turhan et al (2010), ou seja, um teor de acido oleico superior no Norte e
inferior no Sul, sugerindo uma diminuicdo do seu conteudo com o aumento da
temperatura ambiente. Em relacdo aos acidos gordos saturados (acido palmitico),
todos os autores consultados no capitulo 2 deste trabalho e ainda Esmaeili et al (2012)
e Beltran et al (2004) referem o efeito da temperatura no teor de acido palmitico,
concluindo que valores de temperatura mais baixos reduziram o teor de &cido
palmitico (C16:0) nas amostras de azeite virgem, o que esta de acordo com os
resultados obtidos neste ensaio tendo, no geral, as amostras oriundas do Norte o teor
mais baixo de acido palmitico (12,80% e 12,95% no concelho de Celorico da Beira) e as
amostras extraidas no Sul o conteddo mais elevado (15,69% e 15,75%, ambas no

distrito de Beja, respectivamente nos concelhos de Moura e Beja).

Para avaliar o possivel agrupamento das amostras de azeite por regides aplicou-se a
analise em componentes principais, tendo sido considerados os oito principais acidos
gordos, ou seja, oito atributos, por serem os que possuem maior poder discriminante
nos azeites virgens: acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico, (C16:1), acido
heptadecandico (C17:0), 4cido heptadecendico (C17:1), acido estedrico (C18:0), acido
oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2) e acido linolénico (C18:3). Na tabela 11

apresentam-se os valores proprios e a extragdo dos componentes principais.

Tabela 11 Valores proprios e extragdao dos componentes principais

Componente Valor préprio  Variancia (%) Valor préprio Variancia
principal acumulado Acumulada (%)
1 3,30 41,32 3,30 41,32
2 2,74 34,23 6,04 75,55
3 0,93 11,68 6,98 87,23
4 0,44 5,51 7,42 92,74
5 0,25 3,14 7,67 95,88
6 0,21 2,68 7,88 98,56
7 0,09 1,11 7,97 99,67
8 0,03 0,32 8,00 100,00
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Os dois primeiros componentes principais explicaram 75,55% da variancia: 41,32%
para o primeiro componente e 34,23% para o segundo. Estando em analise oito
atributos, a partida, cada um deles tem o valor prdprio de 1. Com esta metodologia,
estes oito atributos sdo transformados em oito componentes, redefinindo o espago e
passando a ter valores préprios diferentes. Assim, por apresentarem valores préprios
mais elevados, definiram-se os dois primeiros componentes como componentes
principais: o primeiro teve valor proprio de 3,30 e o segundo de 2,74. Todos os outros

componentes tiveram valor préprio inferior a 1.

Para perceber a importancia relativa de cada atributo em relacdo a cada um dos dois
primeiros componentes principais, determinaram-se os coeficientes de correlagdo
entre os atributos (pardmetros originais) e os componentes principais (Tabela 12).

Tabela 12 Coeficientes de correlagdo entre os atributos (varidveis iniciais) e os dois primeiros
componentes principais

Atributo Componente

CP1 CP2
C16:0 (%) -0,11 -0,93*
C16:1 (%) -0,22 -0,93*
C17:0 (%) -0,80* -0,24
C17:1 (%) -0,83* 0,11
C18:0 (%) -0,76* 0,46
C18:1 (%) 0,57 0,79*
C18:2 (%) -0,84* 0,21
C18:3 (%) -0,59 0,24

*correlacgOes significativas (r >0,7), segundo Liu et al, 2003.

Os resultados da analise mostraram que o primeiro componente principal, CP1, é
explicado pelos acidos gordos C17:0, C17:1, C18:0 e C18:2, com valor de correlagdo
negativo. O segundo componente principal, CP2, é explicado pelos C16:0 e C16:1, com
valor de correlacdo negativo, e pelo C18:1, com valor de correlagdo positivo. Assim, na
figura 6 pode observar-se a distribuicdo dos atributos no plano principal formado pelos

dois primeiros componentes.
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E na figura 7 pode observar-se a projecao das amostras de azeite extraidas da cultivar

Galega vulgar a partir de olivais situados no Norte, Centro e Sul do pais, no plano

principal.
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Figura 6 Distribuicao dos atributos no plano
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Figura 7 Projecdo das amostras de azeite virgem provenientes das diferentes regides do pais

no plano principal
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De acordo com as figuras 6 e 7, verifica-se que ha uma separagdao de amostras por
grupos e que os grupos se separam por regides e nao por modos de produgdo. Assim,
as amostras Nc4 e Nc5, ambas oriundas do concelho Celorico da Beira mas com
diferentes modos de produgdo (tradicional de sequeiro e tradicional de regadio),
separam-se pelo seu conteldo em acido oleico. O mesmo acontece com as amostras
provenientes do concelho de Viseu (Nv1l, Nv2, Nv3), com os modos de produgdo:
tradicional de sequeiro, intensivo e biolégico, respetivamente. Pode, assim, afirmar-se
que, para os azeites extraidos da cultivar Galega vulgar e excluindo a amostra Cf1,
proveniente do Funddo, as amostras analisadas provenientes do Norte do pais, se
separam das provenientes do Centro e Sul, devido ao seu mais elevado conteido em
acido oleico. A maior parte das amostras provenientes do Centro do pais formam um
grupo que se posiciona no centro do plano principal, evidenciando uma composicdo
semelhante nos acidos gordos analisados. Para o Sul do pais ndo se encontrou um
padrdo no conteldo em acidos gordos, o que se deve, provavelmente, ao facto de, nas
amostras provenientes do Sul do pais estarem incluidos azeites extraidos no Alto
Alentejo e no Baixo Alentejo (regiGes geograficamente distantes e com caracteristicas
edafo-climaticas muito diferentes). Assim, se considerarmos apenas as amostras
obtidas no Baixo Alentejo, Sb3 (proveniente do concelho de Beja — modo de producao
biolégico) e Sm4 (proveniente do concelho de Moura — modo de producdo intensivo),
verifica-se que apresentam um conteudo mais elevado nos acidos gordos palmitico e
palmitoleico do que as restantes amostras, confirmando-se o poder discriminante da

regiao.

Finalmente, ndo se verificou nenhuma relacao entre o perfil acidico das amostras (para
os oito acidos gordos analisados) e o modo de producado das azeitonas, possivelmente

por o peso das caracteristicas edafo-climaticas se sobrepor ao modo de producio.
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5.3.3 — Caracteriza¢ao quimica de azeites virgens extraidos da cultivar Galega Vulgar
nos estados de maturagao verde e maduro provenientes das margens esquerda e
direita do rio Guadiana

Conhecendo o poder descriminante do perfil de dcidos gordos para diferenciar azeites
virgens provenientes de diferentes regides no mesmo pais, o passo seguinte foi tentar
caracterizar amostras da mesma cultivar restringindo a area em estudo. Uma vez que a
area selecionada é restrita, as amostras recolhidas provém de zonas geograficamente
muito proximas, com caracteristicas edafo-climaticas muito semelhantes, o que
aumenta a dificuldade em as diferenciar. Assim, com o objetivo de alcangcar uma
diferenciacdo satisfatoria, foi considerado o estado de maturacdo das azeitonas,
extraindo-se o azeite em dois estados de maturacdo diferentes e, em relacdo as
andlises efectuadas foi considerada ndo sé a composicdo em dacidos gordos, mas
também outras varidveis importantes na caracterizacdo de azeites virgens como o
conteldo em compostos fendlicos totais, hidroxitirosol, oleuropeina, acido cafeico,
tocoferdis o, B e y e ainda viscosidade, pigmentos clorofilinos e carotenoides e

estabilidade oxidativa.

Nas tabela 13, 14 e 15 apresentam-se os valores médios, desvios padrao e resultados
da andlise de variancia para todas as determinagdes efetuadas as amostras de azeite
virgem extraidas da cultivar Galega vulgar, codificadas e caracterizadas no ponto 5.2.
Cada valor médio esta associado a nove repeti¢des pois foram obtidos a partir de trés

amostras semelhantes e de trés réplicas laboratoriais de cada amostra (n = 9).
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As analises realizadas: percentagem (%) de acidez, indice de perdxidos (IP) e indices
espectrofotométricos (K270 e K232), tiveram como objetivo principal confirmar a
classificacdo das amostras como azeite virgem extra. De acordo com Ranalli et a/
(2000), estes parametros ndo sao considerados bons marcadores para a
rastreabilidade geografica de azeites virgens pois sdo muito dependentes das
condicdes de colheita, transporte e armazenamento da azeitona e também das
condigdes tecnoldgicas utilizadas na extragdao do azeite. De acordo com os resultados
obtidos nestes parametros, todas as amostras analisadas foram classificadas como
azeite virgem extra, ou seja obtiveram valores de percentagem de acidez inferiores a
0,8%, um valor de indice de perdxidos inferior a 20 e indices espectrofotométricos na
regido do ultra-violeta inferiores a 0,200 (K270) e a 2,500 (K232). O valor da
viscosidade também ndo foi considerado na andlise dos resultados, uma vez que ndo
teve uma variacgao significativa e consistente entre margens do rio nem entre estados
de maturacdo. Em relacdo aos pigmentos clorofilinos e carotenoides, verificou-se que
as amostras em estudo apresentam um teor elevado, quando comparado com outros
autores. Assim, o conteddo em compostos clorofilinos variou entre 10,58 mg/Kg na
amostra extraida de azeitonas maduras na freguesia de Reguengos de Monsaraz,
concelho de Reguengos de Monsaraz (DMR), na margem direita do rio Guadiana e
17,99 mg/Kg na amostra obtida de azeitonas verdes na freguesia de Santo Agostinho,
concelho de Moura (EVC), na margem esquerda do rio Guadiana. Em relacdo ao teor
de carotenoides, o valor variou entre 4,37 mg/Kg no azeite extraido de azeitonas
verdes na freguesia de Sao Brissos, concelho de Beja (DVF), na margem direita do rio
Guadiana e 6,71 mg/Kg na amostra obtida de azeitonas verdes na freguesia de
Salvador, concelho de Serpa (EVE), na margem esquerda do rio Guadiana. Utilizando o
mesmo método de determinacdo, Motilva et al (2000) analisou azeites extraidos da
cultivar Arbequina com diferentes estados de maturacdo na regido de Lleida em
Espanha obtendo valores compreendidos entre 6,44 mg/Kg e 17,63 mg/Kg para os
compostos clorofilinos e entre 6,04 mg/Kg e 13,37 mg/Kg para os carotendides. Ja
Karabagias et al (2013) realizaram um ensaio com 47 amostras de azeite virgem
monovarietais, extraidos de seis cultivares diferentes e quatro regides na Grécia
ocidental obtendo como resultado teores de compostos clorofilinos entre 0,08 mg/Kg

para a cultivar Lianolia na regido de Kerkira e 4,45 mg/Kg para a cultivar Ntopia na
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regido de Zakynthos. Para os carotenoides os valores obtidos encontram-se entre 0,87
mg/Kg para as cultivares Thiaki na regido de Kefalonia e Asprolia na regido de Lefkada
e 2,28 mg/Kg no azeite extraido da cultivar Koroneiki, na regido de Kefalonia.
Finalmente Tura et al (2007) realizaram um ensaio em Itdlia, na regido de La Garda,
com azeites virgens extraidos das cultivares Casaliva, Frantoio, Leccino e Pendolino,
obtendo teores de compostos clorofilinos entre 0,91 mg/Kg e 10,75 mg/Kg e, para os

compostos carotenoides, valores compreendidos entre os 0,97 mg/Kg e os 10, 72

mg/Kg.

O conteudo em compostos fendlicos totais é altamente varidvel com uma série de
factores que incluem ndo sé a cultivar como também o estado de maturagao das
azeitonas, as condi¢cOes edafo-climaticas da regido onde se inclui a temperatura,
altitude, disponibilidade de &gua, composicdo mineral do solo e ainda com as
condicbes pds-colheita como o método de extracdo e armazenamento do azeite. Em
relacdo a tabela 14, onde se encontram os principais compostos antioxidantes pode
afirmar-se que, de acordo com a bibliografia consultada no capitulo das consideracées
tedricas e ainda com Tura et al (2007) que obtiveram valores para os compostos
fendlicos totais a variar entre 37,1 mg/Kg e 615,5 mg/Kg e uma média de 233,3 mg/Kg
nas 61 amostras de azeite obtidas a partir de 18 cultivares de azeitona em um ensaio
de 5 anos em lItdlia, Aparicio et al (1999) que determinaram, para os mesmos
compostos, teores entre 23,90 mg/Kg e 419,91 mg/Kg para a cultivar Hojiblanca, sendo
o valor médio de 193,87 mg/Kg e entre 20,80 mg/Kg e 457,00 mg/Kg para a cultivar
Picual, sendo o valor médio de 191,92 mg/Kg, pode considerar-se que o teor de
compostos fendlicos totais nas amostras de azeite extraidas da cultivar Galega Vulgar
neste ensaio é relativamente baixo, o que é caracteristico nesta cultivar. Assim,
obteve-se um teor minimo médio de 72,7 mg/Kg nas amostras de azeite extraidas de
azeitonas maduras na freguesia de Santiago Maior, concelho de Beja (DMB), na
margem direita do rio Guadiana e um teor maximo médio de 219,6 mg/Kg nos azeites
obtidos de azeitonas verdes colhidas na freguesia de Salvador no concelho de Serpa
(EVE), na margem esquerda do rio Guadiana, sendo o conteldo médio de todas as
amostras de 123,5 mg/Kg. De realgar o facto de as amostras terem sido extraidas

imediatamente apds a colheita, em condicGes de extracdo proximas das ideais com
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temperatura controlada e armazenadas a — 202C logo apds a extra¢ao. Em relagao aos
compostos fendlicos individuais: hidroxitirosol, acido cafeico e oleuropeina, o teor é
altamente variavel, o que estd de acordo com a bibliografia consultada e, neste ensaio,
ndao se encontrou uma relagdo directa com o teor de compostos fendlicos totais.
Assim, por exemplo, a amostra que apresentou o segundo conteldo mais alto em
compostos fendlicos totais foi a que apresentou um dos teores mais baixos de
hidroxitirosol, ou seja o azeite obtido de azeitonas verdes na freguesia de Sto.
Agostinho, concelho de Moura na margem esquerda do rio Guadiana (EVC) com um
teor de 184,3 mg/Kg de compostos fendlicos totais e um teor de 2,94 mg/Kg de
hidroxitirosol. O teor mais baixo de hidroxitirosol foi de 1,08 mg/Kg, obtido no azeite
extraido de azeitonas maduras na freguesia de Reguengos de Monsaraz, concelho de
Reguengos de Monsaraz, na margem direita do rio (DMR) e o teor mais elevado
26,15mg/ Kg, obtido nas amostras de azeite extraidas de azeitonas verdes na freguesia
de Salvador, concelho de Serpa (EVE). Em relacdo a composicdo em tocoferdis, a
cultivar Galega Vulgar, neste ensaio, apresenta um teor relativamente elevado,
especialmente em tocoferol a e tocoferal y. O teor em tocoferol a variou entre 209,62
mg/Kg nas amostras obtidas de azeitonas verdes na freguesia de Reguengos de
Monsaraz, margem direita do rio Guadiana e 307,34 mg/Kg nos azeites virgens
extraidos de azeitonas maduras na freguesia de Salvador, concelho de Serpa, na
margem esquerda do rio, sendo a média neste ensaio para esta cultivar de 260 mg/Kg.
Para o tocoferol y, o teor situou-se entre 9,08 mg/Kg para as amostras extraidas de
azeitonas verdes, na freguesia de S. Brissos, concelho de Beja (DVF) e 12,54 mg/Kg
para os azeites obtidos de azeitonas verdes na freguesia de Sto. Agostinho, concelho
de Moura (EVC). O valor médio para todas as amostras foi de 11,27 mg/Kg. Em rela¢do
ao tocoferol B, os valores sdo medianos, variando entre 1,35 mg/Kg nos azeites verdes
da freguesia de Salvador no concelho de Serpa (EVE) e 2,17 mg/Kg nas amostras
extraidas de azeitonas maduras na freguesia de S. Brissos, concelho de Beja (DMF). De
facto, num ensaio realizado por Aguilera et al (2005) na Andalusia, Espanha, os autores
obtiveram teores de tocoferol a entre 148 mg/Kg na cultivar Frantoio e 306 mg/Kg na
cultivar Leccino e para o tocoferol y teores entre 0,75 mg/Kg na cultivar Frantoio e 12,3
mg/Kg na cultivar Leccino. O teor de tocoferol B ficou compreendido entre os 1,67

mg/Kg da cultivar Frantoio e os 2,75 mg/Kg da cultivar Leccino. Também na Andalusia,
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num ensaio de 3 anos com a cultivar Hojiblanca Beltran et al (2005), que concluiram
ser esta uma cultivar com elevado contelddo em tocoferdis, encontrou teores de
tocoferol a entre 232 mg/Kg e 370 mg/Kg, teores de tocoferol y entre 2,21 mg/Kg e
12,42 mg/Kg e, para o tocoferol B, o valor situou-se entre 1,65 mg/Kg e 4,28 mg/Kg.
Em relacdo a estabilidade oxidadtiva, medida em horas pelo Rancimat, pode
considerar-se que o valor foi relativamente baixo, mantendo-se entre as 10,7 horas
nos azeites extraidos de azeitonas verdes na freguesia de Reguengos de Monsaraz
(DVR) e as 27,6 horas nas amostras extraidas de azeitonas verdes na freguesia de Sto.
Agostinho (EVC). A média para todas as amostras foi de 19,02 horas. De realgar o facto
de, na bibliografia se encontrarem valores muito dispares, provavelmente devido ao
facto de as condicdes da andlise serem muito varidveis, principalmente em relacdo a
temperatura a que sdo sujeitas as amostras durante o procedimento analitico e
também por este ser um resultado muito dependente da composicio do azeite,
principalmente em relacdo aos compostos antioxidantes e a composicdo em acidos
gordos. Assim, num ensaio realizado por Baer (2006), com as mesmas condicdes
analiticas e, para azeites extraidos da mesma cultivar no concelho de Moura
obtiveram-se valores de estabilidade oxidativa superiores, variando entre as 27,2
horas e as 43,9 horas, estando, possivelmente, as diferencas no resultado relacionadas
com o elevado conteddo em tocoferdis determinado nestas amostras: teores de
tocoferol a entre 247,6 mg/Kg e 329,7 mg/Kg e de tocoferol y entre 14,4 mg/Kg e 20,8
mg/Kg. A grande diferenga encontrada no conteido em tocoferdis a e y para as
amostras de azeite virgem extraidas da cultivar Galega Vulgar, na mesma regidao mas
em anos diferentes estd de acordo com as conclusdes de Beltran et al (2005) quando
referem que, entre os factores agrondmicos, o ano da colheita foi o factor que mais

influenciou o teor de tocoferdis nas amostras estudadas.

Na tabela 15 encontra-se a composicdo em acidos gordos das diferentes amostras.
Como se pode observar, a composicdo em acidos gordos dos azeites virgens oriundos
das duas margens do rio Guadiana esta, em termos gerais, de acordo com os
resultados obtidos para a mesma cultivar em outras zonas do pais. As amostras
apresentam um teor médio de acido oleico, variando entre 72,19% no azeite extraido

de azeitonas verdes na freguesia de Reguengos de Monsaraz, concelho de Reguengos
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de Monsaraz (DVR) e 75,09% no azeite obtido de azeitonas maduras na freguesia de S.
Brissos, concelho de Beja, sendo a média de 73,76%. Em relagdo aos acidos gordos
polinsaturados, acido linoleico (C18:2) e 4cido linolénico (C18:3), a cultivar Galega
vulgar apresenta um conteudo baixo, sendo o valor médio de 4cido linoleico de 5,15%
e de acido linolénico de 0,69%. O resultado das analises mostrou um conteiddo em
acido palmitico (C16:0), acido gordo saturado, elevado, com um valor médio de

15,03%.

Para facilitar a comparacdo entre os azeites virgens extraidos de azeitonas verdes e
maduras com origem nas duas margens do rio Guadiana procedeu-se a representacdo
grafica dos parametros analisados expostos nas tabelas 13, 14 e 15, o que facilita a sua

interpretacao.

Assim, aplicou-se o método de construcdo de graficos “Box and Whisker”, para os
parametros considerados mais importantes na caracterizacdo geografica das amostras
de azeite: compostos fendlicos totais, hidroxitirosol, oleuropeina, tocoferdis a, B e v,
pigmentos clorofilinos e carotenoides, estabilidade oxidativa, relagdo AGMI/ AGPI e
os principais acidos gordos: acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido
estedrico (C18:0), acido oleico (C18:1); acido linoleico (C18:2) e acido linolénico
(C18:3). Os graficos de caixa “Box and Whisker” permitem a compara¢do dos
resultados obtidos nos parametros selecionados colocando em evidéncia os dois
fatores em estudo: a maturag¢ao da azeitona e a margem do rio. O grafico coloca uma
caixa em torno da média que representa o intervalo selecionado (erro padrdo) e uma

barra vertical que atravessa a caixa e representa o desvio padrao.
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Figura 8 Representacdo grafica do tipo “Box and Whisker” referente aos parametros polifendis
totais, hidroxitirosol, oleuropeina e tocoferdis alfa, beta e gama das amostras de azeite virgem
extraidas da cultivar Galega vulgar a partir deazeitonas verdes ( o0 ) e maduras (gg)Média:
ponto central; erro padrao: caixa; desvio padrao: barra.

Observando a figura 8 verifica-se que as amostras de azeite provenientes de azeitonas
verdes da margem esquerda do rio Guadiana se destacam em rela¢do as da margem
direita devido ao superior conteldo em polifendis totais e também nos compostos

fendlicos hidroxitirosol e oleuropeina. Estes compostos diminuiram com a maturagao
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para todas as amostras, uma vez que a sua elevada atividade antioxidante favorece a
sua degradacao e desaparecimento (Ouni et al, 2011; Yorulmaz, 2013). Assim, obteve-
me uma média de 181,9 mg/Kg e de 121,8 mg/Kg de polifendis totais para as amostras
de azeite verde e azeite maduro provenientes da margem esquerda do rio e 107,7
mg/Kg e 82,6 mg/Kg para as amostras de azeite virgem verde e maduro das amostras
provenientes da margem direita do rio, o que estd em acordo com Beltran et al (2005).
Em relacdo ao teor em hidroxitirosol obteve-se uma média de 13,6 mg/Kg e de 5,37
mg/Kg para as amostras de azeite provenientes de azeitonas verdes e maduras da
margem esquerda e de 3,91 mg/Kg e 3,05 mg/Kg para os azeites virgens provenientes
de azeitonas verdes e maduras da margem direita do rio Guadiana. De realgar o fato
de os conteudos em compostos fendlicos totais, hidroxitirosol e oleuropeina,
principalmente para as amostras provenientes de azeitonas verdes e da margem
esquerda, apresentarem uma grande amplitude, medida pela barra do desvio padrao.
Assim para estes azeites o conteiido em hidroxitirosol varia entre 2,94 mg/ Kg e 26, 15
mg/Kg. Para o conteiddo em oleuropeina a tendéncia foi a mesma: as amostras de
azeite provenientes de azeitonas verdes da margem esquerda do rio apresentaram os
valores mais elevados, sendo a amplitude dos valores bastante consideravel. Estas
amostras apresentaram um valor médio de 50,13 mg/Kg, um valor minimo de 28,51

mg/Kg e um valor maximo de 87,90 mg/Kg.

Em relacdo ao conteudo em tocoferdis a, B ey e, ao contrario do referido por Beltran
et al (2005), ndo se verificou qualquer relacao significativa com o estado de maturacao
das azeitonas. Também ndo se encontrou relacdo com a proveniéncia geografica das
amostras o que estd de acordo com os trabalhos de Psomiadou et al (2000). Assim,
para os azeites verdes da margem esquerda do rio obtiveram-se os valores médios de
258,39 mg/Kg para o tocoferol a, 1,48 mg/Kg para o tocoferol B e 11,88 mg/Kg para o
tocoferol y. Para os azeites maduros os resultados médios foram 272,19 mg/Kg, 1,86

mg/Kg e 11,01 mg/Kg respetivamente para os tocoferdis a, B e y.

Para os azeites da margem direita do rio os valores médios foram de 258,43 mg/Kg,
1,91 mg/Kg e 10,33 mg/Kg para os tocoferdis a, B e y existentes nas amostras de azeite

extraido de azeitonas verdes e 251,97 mg/Kg, 1,91 mg/Kg e 11,85 mg/Kg,
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respetivamente, para os azeites extraidos das azeitonas maduras. Estes valores estao

de acordo com a bibliografia consultada no capitulo das consideragdes tedricas.

Na figura 9 apresentam-se os graficos “Box and Whisker” para os pigmentos

clorofilinos e carotenoides, estabilidade oxidativa (rancimat) e relagdo AGMI/AGPI.
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Figura 9 Representacdo grafica do tipo “Box and Whisker” referente aos parametros clorofila,
carotendides, estabilidade oxidativa (rancimat) e relacdo AGMI/AGPI das amostras de azeite
virgem extraidas da cultivar Galega vulgar a partir de azeitonas verdes ( 0 ) e maduras (Hl
)Média: ponto central; erro padrdo: caixa; desvio padrdo: barra.

Para além da sua atividade antioxidante, os pigmentos sdo responsaveis pela cor do
azeite, que é um dos fatores que influenciam a escolha do consumidor e é considerado
um parametro de qualidade do azeite (Beltran et al, 2005). Em relagdo ao conteudo
em clorofila, verifica-se que as amostras de azeite verde provenientes da margem
esquerda do rio Guadiana apresentam um teor médio consideravelmente mais

elevado do que as restantes amostras. Este conteddo diminuiu marcadamente com o
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avanc¢o da maturagdo das azeitonas, o que estd de acordo com Oueslati et al (2009)
que referem uma diminuicdo da atividade fotossintética com a maturagdo das
azeitonas, levando a um decréscimo progressivo do teor de pigmentos clorofilinos e
carotendides. O mesmo afirmam Baccouri et al (2007), Baccouri et al (2008) e Velasco
et al (2002) em relagdo aos pigmentos clorofilinos. Em relacdo a evolucdo dos
carotenoides com a maturagao, os resultados obtidos com este ensaio ndao estdao de
acordo com a bibliografia uma vez que se verificou um aumento do conteiddo médio
destes pigmentos, embora ndo muito acentuado, com a maturagdo, para os azeites
extraidos em ambas as margens do rio. Assim, nos azeites da margem esquerda do rio
Guadiana obtiveram-se os valores médios de 16,73 mg/Kg e de 6,18 mg/Kg para os
pigmentos clorofilinos e carotenoides, respetivamente, nos azeites verdes e de 13,77
mg/Kg e 6,71 mg/Kg para os azeites maduros. Os azeites verdes da margem direita
alcangaram os valores médios de 14,98 mg/Kg e de 5,05 mg/Kg para os pigmentos
clorofilinos e para os carotenoides, respetivamente, e os maduros registaram 11,05

mg/Kg e 6,31 mg/Kg.

Em relagdo a estabilidade oxidativa, medida em horas pelo rancimat, verifica-se que as
amostras da margem esquerda do rio Guadiana apresentam valores médios sempre
superiores aos azeites da margem direita, independentemente do estado de
maturacdo das azeitonas que lhes deram origem. Isto deve-se provavelmente ao fato
de serem estas as amostras que apresentaram também um contelddo mais elevado em
compostos antioxidantes como compostos fendlicos totais, hidroxitirosol e
oleuropeina. Verifica-se também uma relacdo, embora n3do tdo acentuada, com a
relacdo AGMI/ AGPI, principalmente quando comparamos os azeites verdes e maduros
para cada margem do rio e ndo entre margens. Estas relacbes estdo amplamente
confirmadas pelos inUmeros autores que realizaram trabalhos sobre o tema da
estabilidade oxidativa dos azeites virgens (Baer, 2006; Morelld et al, 2004; Tura et al,

2007; Velasco et al, 2002).

Na figura 10 apresentam-se os graficos “Box and Whisker” para os principais acidos
gordos existentes no azeite: palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estedrico (C18:0),

oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3).
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Figura 10 - Representacgdo grafica do tipo “Box and Whisker” referente aos principais acidos
gordos das amostras de azeite virgem extraidas da cultivar Galega vulgar a partir de azeitonas

verdes ( 0 ) e maduras ( l)Média: ponto central; erro padrdo: caixa; desvio padrdo: barra.
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Em relagdo ao perfil de acidos gordos das amostras em estudo, verificaram-se
diferengas muito consideraveis no conteido médio dos seis principais acidos gordos,
tanto em relacdo a maturacdo, como em relacdo a area geografica de origem dos
azeites. Em relagdo a maturagdo, verificou-se uma diminui¢ao no conteudo dos acidos
gordos palmitico (C16:0) e palmitoleico (C16:1) e um aumento dos acidos estearico
(C18:0) e oleico (C18:1) para os azeites virgens provenientes das duas margens do rio
Guadiana. Os acidos mais insaturados, linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3), tiveram
uma evolugao inversa nos azeites das duas margens do rio: enquanto que, para as
amostras provenientes da margem esquerda, houve uma diminuicdo do conteudo
médio em acido linoleico e um aumento do 4cido linolénico, para os azeites da
margem direita houve um aumento do teor médio de acido linoleico e uma diminuigao
no conteudo de dacido linolénico com a maturacdo. Estes resultados estdo, em parte,
de acordo com os autores consultados na bibliografia (ver ponto 2.1 das consideragdes
tedricas) que refere uma diminuicdo dos acidos palmitico e palmitoleico com a
maturacdo e uma nao concordancia na evolu¢ao dos acidos linoleico e linolénico. Em
relacdo ao local de origem das amostras verificou-se que, independentemente do
estado de maturagdo, os azeites com origem na margem esquerda do rio Guadiana
apresentaram um teor médio de acido palmitico sempre superior aos extraidos na
margem direita. Assim, o valor médio do acido palmitico para os azeites da margem
esquerda foi de 15,94% e de 15,47%, respetivamente para os verdes e maduros e para
os da margem direita foi de 14,91% e de 13,82% para os verdes e maduros. A mesma
tendéncia também se verificou para o acido linoleico, embora nao tao acentuada, uma
vez que a variabilidade entre amostras foi bastante superior, como se pode ver na
barra vertical do grafico. Para o acido oleico, verifica-se uma tendéncia para que as
amostras extraidas na margem direita do rio tenham um teor médio mais elevado do
gue as extraidas na margem esquerda. No entanto esta tendéncia ndo é absoluta, pois
so se verifica quando se comparam amostras no mesmo estado de maturacdo. Assim,
o conteudo médio em dacido oleico foi de 72,80% e 74,07% respetivamente para os
azeites verdes e maduros obtidos na margem esquerda e de 73,59% e 74,57% para os
verdes e maduros extraidos na margem direita do rio Guadiana. De acordo com a
bibliografia (Aguilera et al, 2005), o perfil de dcidos gordos pode variar com a altitude,

a insaturacdo aumentar com a latitude e o conteido em acido oleico diminuir com o
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aumento da temperatura na altura da formacgdo do azeite no fruto. Assim, verifica-se
que as temperaturas médias, principalmente na primavera e verdo, sdo
tradicionalmente mais elevadas nos concelhos da margem esquerda do rio Guadiana, o
que pode ter levado a que estas amostras apresentem uma tendéncia para um valor
inferior de acido oleico. Observando a tabela 15 verifica-se que o conteldo em acido
linoleico das amostras provenientes do concelho de Reguengos de Monsaraz (margem
direita) apresentam um valor muito superior e significativamente diferente de todas as
outras (para p < 0,05), o que contribuiu para que, em termos médios, o teor de acido
linoleico nestas amostras seja mais elevado do que nas amostras da margem esquerda
e, principalmente, que apresente um desvio padrdao (barra vertical) muito elevado

(figura 10).

Na tentativa de separar as amostras de azeite virgem provenientes da cultivar Galega
vulgar em grupos, de acordo com a maturacdo e, principalmente, com a origem
geografica (margem esquerda e direita do rio Guadiana) foi utilizado o método da
analise em componentes principais (ACP), a partir dos resultados das anadlises quimicas
efetuadas a todas as amostras referentes a 18 atributos, nomeadamente: clorofila,
carotendides, compostos fendlicos totais, hidroxitirosol, oleuropeina, tocoferol a,
tocoferol B, tocoferol y, estabilidade oxidativa (rancimat), relacdo acidos gordos
monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI) e os acidos gordos
palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), margarico (C17:0), margaroleico (C17:1),
estedrico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3). Na tabela 16

apresentam-se os valores proprios e a extragdo dos componentes principais.
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Tabela 16 Valores proprios e extracdo dos componentes principais

Componente Valor Variancia Valor préprio Variancia
principal préprio (%) Acumulado acumulada (%)
1 6,54 36,36 6,54 36,36
2 4,25 23,64 10,80 60,00
3 2,22 12,32 13,02 72,32
4 1,87 10,41 14,89 82,73
5 1,21 6,73 16,10 89,46
6 0,55 3,06 16,65 92,52
7 0,34 1,92 17,00 94,44
8 0,25 1,42 17,25 95,86
9 0,22 1,20 17,47 97,06
10 0,18 1,01 17,65 98,07
11 0,11 0,63 17,77 98,70
12 0,09 0,52 17,86 99,22
13 0,07 0,39 17,93 99,61
14 0,04 0,21 17,97 99,82
15 0,02 0,08 17,98 99,90
16 0,01 0,06 17,99 99,96
17 0,00 0,03 18,00 99,99
18 0,00 0,00 18,00 100,00

Os dois primeiros componentes principais explicaram 60% da variancia: 36,4% para o
primeiro componente e 23,6% para o segundo. Note-se que apesar de se terem
considerado apenas os 2 primeiros componentes, os terceiro, quarto e quinto
componentes também apresentaram valor préprio superior a 1. Sé estes componentes
foram significativos, uma vez que sdao os que apresentaram maior valor proprio.
Estando em analise 18 atributos, a partida, cada um deles tem o valor préprio de 1.
Com esta metodologia, estes 18 atributos sao transformados em 18 componentes,
redefinindo o espaco e passando a ter valores proéprios diferentes. Assim, por
apresentarem valores proprios mais elevados, definiram-se os dois primeiros
componentes como componentes principais: o primeiro teve valor préprio de 6,5 e o

segundo valor préprio 4,2.

Para perceber a importancia relativa de cada atributo em relacdo a cada um dos dois
primeiros componentes principais, determinaram-se os coeficientes de correlacdo

entre os atributos (parametros originais) e os componentes principais (tabela 17).
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Tabela 17 Coeficientes de correlagdo entre os atributos (varidveis iniciais) e os dois primeiros

componentes principais

Componente
Atributo CP1 CP2
Clorofila (mg/Kg) 0,840* 0,383
Carotendides (mg/Kg) 0,162 -0,167
Polifendis totais (mg/Kg) 0,763* 0,444
Hidroxitirosol (mg/Kg) 0,497 0,148
Oleuropeina (mg/Kg) 0,647 0,297
Tocoferol a (mg/Kg) 0,375 -0,612
Tocoferol B (mg/Kg) -0,180 -0,865*
Tocoferol y (mg/Kg) 0,018 0,196
Rancimat (horas) 0,667 -0,379
AGMI/AGPI 0,549 -0,784*
C16:0 (%) 0,839* -0,056
C16:1 (%) 0,937* 0,072
C17:0 (%) 0,487 0,591
C17:1 (%) 0,650 -0,086
C18:0 (%) -0,836* 0,296
C18:1 (%) -0,251 -0,890*
C18:2 (%) -0,602 0,763*
C18:3 (%) -0,532 -0,158

* correlagdes significativas (r > 0,7), segundo Liu et al. (2003)

Os resultados da analise mostraram que o 12 componente principal, CP1, é explicado,

pelo acido estearico (C18:0), com valor de correlagdo negativo, e pelos clorofila,

compostos fendlicos totais, oleuropeina, estabilidade oxidativa (rancimat), acido

palmitico (C16:0) e acido palmitoleico (C16:1), com valor de correlagdo positivo.

O 22 componente principal, CP2, é explicado pelos, tocoferol B, relacdo acidos gordos

monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI), acido margaroleico

(C17:1) e acido oleico (C18:1), com valor de correlacdo negativo e pelo acido linoleico

(C18:2), com valor de correlagdo positivo. Assim, na figura 11 pode observar-se a

distribuicdo dos atributos no plano principal

componentes.

formado pelos dois primeiros
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Figura 11 Distribuicdo dos atributos no plano

E na figura 12 pode observar-se a projecdo das amostras de azeite virgem nos dois
estados de maturac¢ao e nas duas margens do rio Guadiana no Plano principal.
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Figura 12 Projecdo das amostras nos dois estados de maturagao e nos dois locais no plano
principal.
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De acordo com as figuras 11 e 12, verifica-se a separa¢do de algumas amostras em
relacdo ao estado de maturagdo, principalmente devido ao conteddo em 4acido oleico
(C18:1) e a relagdo AGMI/AGPI nos azeites obtidos de azeitonas maduras, de ambas as
margens do rio. As amostras de azeite obtidas na margem esquerda do rio Guadiana
de azeitonas no estado de maturacdo verde separam-se dos outros azeites devido ao
conteudo em compostos fendlicos totais e ao teor em oleuropeina e hidroxitirosol e
também em clorofila, sendo assim os azeites com uma cor verde mais acentuada, mais
amargos e picantes. De realgar as amostras de azeite da margem direita do rio, DVR e
DMR (provenientes do concelho de Reguengos de Monsaraz), nos dois estados de
maturacdo, que se destacaram de todas as outras pelo seu mais elevado conteddo em

acido linoleico (C18:2).

5.3.4 — Rastreabilidade geografica dos azeites virgens extraidos da cultivar Galega
vulgar nas duas margens do rio Guadiana através da composi¢cdao mineral elemental

A andlise dos elementos vestigiais € muito importante tanto na detecdo de
adulteragcbes como na caracterizacdo dos azeites virgens (Zeiner et al, 2005). A
presenca de elementos metalicos no azeite tem origem principalmente nos solos onde
estao implantados os olivais mas também podem ser introduzidos durante o processo
de extracdo e embalamento. Assim, pode assumir-se que a distribuicdo destes
elementos vestigiais nos azeites varia de acordo com a sua origem e que o tratamento
estatistico dos respetivos valores poderd permitir a caracterizacdo geografica dos

diferentes azeites virgens (Karabagias et al, 2013).

O objectivo da primeira analise estatistica dos resultados focou-se na observacdo das
diferencas na concentracdo dos elementos vestigiais nos solos provenientes das
diferentes freguesias das margens esquerda e direita do rio Guadiana e nas respectivas

amostras de azeite virgem e bagaco de azeitona.

Nas tabelas 18, 19 e 20 apresentam-se os valores médios, desvios-padrdo e resultados
da anadlise de variancia para todas os elementos minerais selecionados para a

caracterizacdo das amostras de solos, azeite virgem e bagaco de azeitona.
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Tabela 18 Valores médios, desvios padrao e resultados da analise de variancia relativos aos
elementos minerais usados na caracterizacdo dos diferentes solos (mg/Kg).

Margem esquerda

Margem direita

Sto. Agostinho S. Jodo Baptista

(Moura)

(Moura)

Salvador
(Serpa)

S.Brissos
(Beja)

(Beja)

Santiago Maior Reguengos Monsaraz

(Reguengos)

L 16,28(2,92)°
B  104,18(0,68)°
32,73(1,46)°
cr  32,63(0,93)
Co 9,84(1,60)°
Ni  14,35(0,24)
Cu  20,89(0,47)"
Zn  7,84(0,33)°

40,24(2,11)°
103,07(0,28)°
104,88(2,05)"
124,32(1,26)"
41,98(0,30)"
61,22(0,27)°
206,89(0,28)°
713,79(0,27)°

61,90(1,38)°
209,10(1,30)°
111,75(0,97)°
91,82(0,45)°
48,09(0,65)°
98,96(0,25)"
72,28(0,43)°
161,25(1,17)"

124,98(1,62)°
1477,02(1,22)°
1268,37(29,20)°
649,61(0,52)°
341,84(0,34)°
322,10(0,16)°
337,15(0,42)°
345,24(18,29)"

61,92(2,28)°
110,80(1,75)"
234,92(1,81)°
134,26(1,22)°
47,67(1,52)°
123,82(1,59)"
130,88(0,22)°
155,02(0,86)"

104,11(3,74)°
342,90(94)°
417,45(0,59)"
324,71(0,79)°
72,47(0,50)°
111,59(0,25)°
84,68(0,30)"
247,63(0,43)°

Ga 16,33(0,49)"  183,57(0,44)°  73,78(0,24)° 390,18(1,75)°  73,69(0,25)" 237,75(0,51)°
Sr 27,45(0,13)° 27,76(0,22)°  50,07(0,84)° 359,27(0,51)°  130,9180,53)° 98,90(0,69)°
cd nd 1,22(0,04)° Nd 1,18(0,03)° nd nd

Ba 140,11(0,57)" 1312,42(0,57)° 443,71(0,47)°  1629,65(1,35)° 555,82(0,77)" 1290,37(10,00)°

a5 - Médias na mesma linha com indices diferentes tém diferencgas significativas para P < 0,05, n = 3 (teste de

Scheffé).

A andlise dos dados mostra que existem diferengas significativas para todos os
elementos analisados nas amostras de solos correspondentes aos 6 olivais
selecionados, o que parece sustentar a hipdtese da importancia da composicao do solo
na rastreabilidade geografica. Assim, os dados revelam uma diferenca entre os solos
das duas margens do rio Guadiana sendo, em termos gerais, as concentracées mais
elevadas dos elementos analisados nas amostras de solos correspondentes aos olivais
situados na margem direita e, consequentemente, as mais baixas, nos solos
correspondentes aos olivais situados na margem esquerda. As amostras de solo
colhidas na freguesia de Sto. Agostinho, concelho de Moura (margem esquerda),
apresentaram os valores mais baixos para todos os elementos analisados e as
amostras colhidas na freguesia de S. Brissos, concelho de Beja (margem direita), os
valores mais elevados para todos os elementos, excepto para o zinco (Zn).
Curiosamente, o solo com o teor mais elevado de zinco e também de cobre (Cu) situa-
se na margem esquerda (freguesia de S. Jodo Baptista, concelho de Moura). De acordo
com Beltran (2015), o zinco (Zn) é incorporado no solo através de fertilizantes
utilizados para aumentar a producdo de azeitona. O cadmio (Cd), considerado um

elemento téxico foi detectado apenas em dois olivais, um da margem esquerda
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(freguesia de S. Jodo Baptista, concelho de Moura) e outro da margem direita do rio
Guadiana (freguesia de S. Brissos, concelho de Beja).

Tabela 19 Valores médios, desvios padrao e resultados da analise de variancia relativos aos
elementos minerais usados na caracterizagdo dos diferentes azeites (10 X mg/Kg)

Margem esquerda Margem direita
Sto. Agostinho S. Jodo Baptista Salvador S.Brissos Santiago Maior Reguengos Monsaraz
(Moura) (Moura) (Serpa) (Beja) (Beja) (Reguengos)
Li nd nd Nd nd nd nd
B 59,78(0,22)° 36,16(1,98)° 48,24(1,31)® 29,20(1,17)° 13,21(1,63)* nd
0,77(0,09)°  0,73(0,03)° 0,81(0,03)°  1,03(0,09)° 0,81(0,07)° 0,89(0,04)™
cr 1,73(0,02)°  1,81(0,07)  3,29(0,03)°  3,66(0,14)°  2,04(0,10)° 2,03(0,13)
Co 1,56(0,04)® 1,69(0,08)° 0,96(0,11)°  1,60(0,17)°  2,46(0,53) 2,70(0,07)°
Ni  0,74(0,14)°  1,11(0,06)° 2,80(0,09)°  3,01(0,03)° 0,91(0,04)™ 1,02(0,08)°
Cu 4,60(0,15°  4,81(0,09)° 2,65(0,26)°  7,59(0,30)° 21,39(0,19)° 7,32(0,11)°
Zn 2,70(0,07)°  5,06(0,18)° 11,70(0,08)° 53,29(0,41)° 21,84(0,31)° 11,68(0,15)°
Ga 0,87(0,07) 1,07(0,05)° 0,71(0,04)  2,77(0,09)°  0,76(0,06)° 1,51(0,02)°
sr 0,56(0,04)°  0,50(0,02)° 0,46(0,03)°  1,66(0,02)° 0,82(0,07)° 0,79(0,02)°
cd 2,27(0,16)°  3,18(0,02)° 3,30(0,03)°  6,34(0,06)° 6,81(0,04) 3,38(0,02)°
Ba 4,89(0,26)°  6,03(0,08)° 3,77(0,06)° 10,15(0,06)° 3,51(0,04)° 7,58(0,04)°

a5 - Médias na mesma linha com indices diferentes tém diferencgas significativas para P < 0,05, n = 3 (teste de

Scheffé).

O principal objectivo dos sistemas de rastreabilidade é determinar a proveniéncia
geografica dos azeites virgens através da andlise da sua composi¢ao quimica. Como as
oliveiras recebem os elementos do solo, é espectdvel que o azeite virgem, extraido das
azeitonas, contenha os mesmos elementos presentes no solo mas em concentragdes
inferiores. Aplicando o mesmo sistema que para os solos, analisaram-se as diferencas
na concentracdao dos elementos nas amostras de azeite obtidas das azeitonas da
cultivar Galega vulgar, colhidas nos olivais cujos solos foram também analisados. A
concentracdo dos elementos analisados estd de acordo com alguns dos dados
previamente publicados por outros autores (Béltran et al, 2015; Benincasa et al, 2007;
Camin et al, 2010; Llorent-Martinéz et al, 2011). Os valores determinados nos
diferentes azeites ndo estdo, no entanto, directamente relacionados com os
determinados nos respectivos solos uma vez que os teores dos diferentes elementos
sao mais aproximados entre amostras, ndo existindo tantas diferengas significativas.
Este facto indica que ndo existe uma relagdo directa na passagem dos diferentes
elementos do solo para o azeite, o que estd de acordo com Roman et al (2014) quando

afirmam que o metabolismo dos elementos vestigiais pode divergir em cada sistema
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solo - planta. Verifica-se, no entanto, a tendéncia para as amostras de azeite obtidas
nos olivais da margem esquerda, principalmente no azeite obtido na freguesia de Sto.
Agostinho, concelho de Moura, apresentarem teores inferiores dos elementos
analisados, do que as amostras obtidas na margem direita, principalmente na
freguesia de S. Brissos, concelho de Beja, como se verificou na analise dos solos. Esta
evidéncia podera ser favoravel na rastreabilidade geografica dos azeites a partir da
comparacado da analise elemental dos solos e azeites.

De acordo com Sahan et al (2007), os elementos Zn e Cu sdo essenciais na nutricao
humana. No entanto, o cobre é amplamente utilizado nos fungicidas aplicados nas
oliveiras e é também um metal de transicdo que, mesmo em pequenas concentragdes,
é um potente catalisador das reacdes de oxidacdo, pelo que os seus residuos no azeite
devem ser controlados de maneira a assegurar a sua qualidade. Verificou-se que todas

as amostras de azeite excederam o valor maximo recomendado pelo COIl de 0,1 mg/Kg.

Tabela 20 Valores médios, desvios padrao e resultados da analise de variancia relativos aos
elementos minerais usados na caracterizacdo dos diferentes bagacos de azeitona (mg/Kg)

Margem esquerda Margem direita

_Sto. Agostinho S. Jodo Baptista Salvador S.Brissos Santiago Maior Reguengos Monsaraz

(Moura) (Moura) (Serpa) (Beja) (Beja) (Reguengos)
Li nd 6,90(2,50)° nd nd 9,10(1,50)* nd
vV 0,70(0,10)°  0,80(0,00)°  1,10(0,00)° 1,10(0,00)°  0,90(0,10)" 0,90(0,10)"
cr  5,20(0,10)°  5,40(0,00)*  5,70(0,10)° 5,10(0,20)°  4,00(0,10)° 4,20(0,20)°
Co 2,60(0,40)°  2,60(0,10)° 3,30(0,30)®  3,60(0,10)°  1,50(0,20)° 2,60(0,10)°
Ni  4,10(0,10)°  5,70(0,20)°  8,70(0,20)° 5,70(0,10)°  5,80(0,20)° 4,70(0,10)°
Cu 100,20(0,20)° 141,10(0,90)° 50,70(0,20)° 116,20(0,60)° 49,40(0,70)° 85,00(0,30)*
Zn 70,60(0,30)° 91,70(1,30)* 28,10(0,10)°  40,30(0,40)" 27,00(0,20)° 46,20(0,10)°
Ga 4,50(0,10)°  8,10(0,10)°  9,80(0,20)" 6,50(0,20)  12,90(0,20)° 12,30(0,00)°
sr 12,00(0,10)  43,00(0,30)° 50,90(0,20)°  19,90(0,20)° 22,80(0,20)° 37,50(0,30)°
Cd nd 0,60(0,10) nd nd nd nd

Ba 23,30(0,10)° 42,60(0,20)° 42,70(0,20)*  27,80(0,40)* 58,70(0,10)° 55,90(0,10)°

#b% - Médias na mesma linha com indices diferentes tém diferencgas significativas para P < 0,05, n = 3 (teste de

Scheffé).

Em relagdo aos bagagos de azeitona resultantes da extracao dos diferentes azeites
virgens das duas margens do rio Guadiana, ndo se conseguiu estabelecer um padrao
com a composi¢ao do solo, nem um padrao entre si. As diferengas mais significativas

entre bagagos foram em relagdo ao teor de estroncio (Sr). De uma maneira geral, os
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elementos quantificados nos bagagos foram os mesmos que os quantificados nos solos
mas em concentra¢des mais elevadas, o que pode ser explicado pela aplicacdo de
fertilizantes e fungicidas foliares, amplamente usados nos olivais (Beltran et al, 2015) e
ainda pelo contacto com superficies metdlicas durante o processamento e o seu
armazenamento (Sahan et al, 2007). Nesta andlise optou-se por ndo incluir o elemento
boro (B), uma vez que os valores determinados foram muitissimo elevados, na ordem
das gramas por quilograma. A oliveira é muito exigente em boro e a sua caréncia
afecta o rendimento da cultura tanto em termos quantitativos como qualitativos
(Guerra et al, 2008). Este elemento aplica-se muitas vezes em pulverizacées foliares, o
que justifica os valores encontrados na analise do bagaco. Assim, a utilizacdo da
composicao elemental dos bagacos de azeitona para a determinacdo da sua origem
geografica ndo é muito eficaz, uma vez que a concentracao destes elementos estd mais
relacionada com a adicdo externa as oliveiras em forma de pulverizacdes do que com a

sua origem geografica.

Na tentativa de identificar as diferengas nos solos dos olivais implantados nas margens
esquerda e direita do rio Guadiana de acordo com a sua origem geografica em relagcao
a sua composicdo em elementos vestigiais, foi utilizado o método da analise em
componentes principais (ACP), a partir dos resultados da andlise efetuada a todas as
amostras referentes a 11 atributos, nomeadamente: lito (Li), boro (B), vanadio (V),
cromio (Cr), cobalto (Co), niquel (Ni), cobre (Cu), zinco (Zn), estroncio (Sr) e bario (Ba).
Na tabela 21 apresentam-se os valores préprios e a extracdo dos componentes

principais.
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Tabela 21 Valores proprios e extragdo dos componentes principais

Componente Valor Variancia Valor préprio Variancia
principal proprio (%) Acumulado acumulada (%)
1 8,83 80,30 8,83 80,30
2 1,53 13,87 10,36 94,17
3 0,46 4,20 10,82 98,37
4 0,14 1,24 10,96 99,62
5 0,04 0,37 11,00 99,99
6 0,00 0,01 11,00 99,99
7 0,00 0,00 11,00 100,00
8 0,00 0,00 11,00 100,00
9 0,00 0,00 11,00 100,00
10 0,00 0,00 11,00 100,00

Os dois primeiros componentes principais explicaram 94,2% da variancia: 80,3% para o
primeiro componente e 13,9% para o segundo. SO estes componentes foram
significativos, uma vez que sdo os que apresentaram maior valor prdprio. Estando em
analise 11 atributos, a partida, cada um deles tem o valor préprio de 1. Com esta
metodologia, estes 11 atributos sdo transformados em 11 componentes, redefinindo o
espaco e passando a ter valores proprios diferentes. Assim, por apresentarem valores
préprios mais elevados, definiram-se os dois primeiros componentes como
componentes principais: o primeiro teve valor préprio de 8,8 e o segundo valor préprio

1,5.

Para perceber a importancia relativa de cada atributo em relacdo a cada um dos dois
primeiros componentes principais, determinaram-se os coeficientes de correlagao

entre os atributos (pardmetros originais) e os componentes principais (Tabela 22).
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Tabela 22 Coeficientes de correlagdo entre os atributos (varidveis iniciais) e os dois primeiros

componentes principais

Componente
Atributo CP1 CP2
Litio (Li) -0,88* 0,14
Boro (B) -0,95* 0,21
Vanadio (V) -0,98* 0,19
Crémio (Cr) -0,98* 0,09
Cobalto (Co) -0,97* 0,15
Niquel (Ni) -0,96* 0,20
Cobre (Cu) -0,88* -0,31
Zinco (Zn) -0,33 -0,94%*
Galio (Ga) -0,95* -0,22
Estroncio (Sr) -0,94%* 0,28
Bario (Ba) -0,83* -0,50

* correlag0es significativas (r > 0,7).

Os resultados da analise mostraram que o 12 componente principal, CP1, é explicado,

com maior peso por todos os elementos (com excepc¢do do Zn) com valor de

correlagdo negativo e o 22 componente principal, CP2, é explicado apenas pelo Zn,

também com valor de correlacdo negativo. Assim, na figura 13 pode observar-se a

distribuicdo dos atributos no plano principal

componentes.

formado pelos dois primeiros
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Figura 13 Distribuicdo dos atributos no plano principal

E na figura 14 pode observar-se a projecao das amostras de solos correspondentes aos
olivais situados em seis freguesias das margens esquerda e direita do rio Guadiana no

plano principal.
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Figura 14 Projecao das amostras de solos dos olivais situados nas seis freguesias no plano
principal. Freguesias de S. Jodo Baptista, Sto. Agostinho e Salvador na margem esquerda e
freguesias de S. Brissos, Santiago Maior e Reguengos de Monsaraz na margem direita.
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De acordo com as figuras 13 e 14, verifica-se uma total separag¢ao das amostras de solo
por olival, traduzindo a sua diferente composicao nos elementos analisados. O solo do
olival situado na freguesia de S. Jodo Baptista, no concelho de Moura (margem
esquerda) separou-se dos outros principalmente devido ao mais elevado conteudo de
zinco (Zn) e o solo do olival situado na freguesia de S. Brissos, no concelho de Beja
(margem direita) separou-se de todos os outros devido ao conteido mais elevado na
maioria dos elementos quimicos (excepto em zinco). As amostras de solo do olival
situado na freguesia de sto. Agostinho, concelho de Moura (margem esquerda do rio
Guadiana) separaram-se por apresentarem o nivel mais baixo de todos os elementos e
as amostras de solo correspondentes aos outros olivais terdo uma composicao

elemental intermédia mas distinta entre si.

Na tentativa de verificar se as diferencas na composicdo elemental dos solos
correspondiam também a diferencas na composicdo elemental dos azeites virgens
extraidos das azeitonas colhidas nos olivais implantados nesses solos, foi também
utilizado o método da analise em componentes principais (ACP), a partir dos
resultados das analises quimicas efetuadas a todas as amostras de azeite referentes a
10 atributos, nomeadamente: vanadio (V), crémio (Cr), cobalto (Co), niquel (Ni), cobre
(Cu), zinco (Zn), galio (Ga), estroncio (Sr), cddmio (Cd) e bario (Ba). Eliminou-se, nesta
anadlise o elemento litio (Li) por ndo ter sido detectado em nenhuma das amostras de
azeite virgem analisadas e introduziu-se o cddmio (Cd) que praticamente ndo foi
detetado nas amostras de solos mas surgiu em todas as amostras de azeite virgem
analisadas. Na tabela 23 apresentam-se os valores prdprios e a extracdo dos

componentes principais.
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Tabela 23 Valores proprios e extragcdo dos componentes principais.

Componente Valor Variancia Valor préprio Variancia
principal proprio (%) Acumulado acumulada (%)
1 5,63 56,28 5,63 56,28
2 2,51 25,12 8,14 81,40
3 1,34 13,38 9,48 94,78
4 0,33 3,29 9,81 98,06
5 0,15 1,51 9,96 99,57
6 0,03 0,28 9,98 99,85
7 0,01 0,08 9,99 99,94
8 0,00 0,04 10,00 99,98
9 0,00 0,01 10,00 99,99
10 0,00 0,01 10,00 100,00

Os dois primeiros componentes principais explicaram 81,4% da variancia: 56,3% para o
primeiro componente e 25,1% para o segundo. Note-se que apesar de se terem
considerado apenas os 2 primeiros componentes, o terceiro também apresentou valor
préprio superior a 1. Sé estes componentes foram significativos, uma vez que sdo os
gue apresentaram maior valor proprio. Estando em analise 10 atributos, a partida,
cada um deles tem o valor préprio de 1. Com esta metodologia, estes 10 atributos sdo
transformados em 10 componentes, redefinindo o espaco e passando a ter valores
préoprios diferentes. Assim, por apresentarem valores préprios mais elevados,
definiram-se os dois primeiros componentes como componentes principais: o primeiro

teve valor préprio de 5,6 e o segundo valor proprio 2,5.

Para perceber a importancia relativa de cada atributo em relacdo a cada um dos dois
primeiros componentes principais, determinaram-se os coeficientes de correlacao

entre os atributos (pardmetros originais) e os componentes principais (Tabela 24).
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Tabela 24 Coeficientes de correlagdo entre os atributos (varidveis iniciais) e os dois primeiros

componentes principais

Componente
Atributo CP1 CP2
Vanadio (V) -0,88* 0,07
Cromio (Cr) -0,79* -0,45
Cobalto (Co) -0,03 0,86*
Niquel (Ni) -0,72* -0,57
Cobre (Cu) -0,07 0,90*
Zinco (Zn) -0,97* 0,14
Galio (Ga) -0,92* -0,01
Estroncio (Sr) -0,95* 0,21
Cadimo (Cd) -0,65 0,59
Bario (Ba) -0,78* -0,05

* correlagdes significativas (r > 0,7).

Os resultados da analise mostraram que o 12 componente principal, CP1, é explicado,

com maior peso, pelos elementos vanadio (V), cromio (Cr), niquel (Ni), zinco (Zn), gélio

(Ga), estroncio (Sr) e bdério (Ba), todos com valor de correlagdo negativo. O 29

componente principal, CP2, é explicado pelo cobalto (Co) e pelo cobre (Cu) com valor

de correlagdo positivo. Assim, na figura 15, pode observar-se a distribuicdo dos

atributos no plano principal formado pelos dois primeiros componentes.
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A seguir, na figura 16 observa-se a proje¢do das amostras de azeite virgem extraidas das
azeitonas produzidas nos olivais situados nas seis freguesias analisadas, no plano principal.
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Figura 16 Projecao das amostras de azeite virgem obtidas a partir das azeitonas produzidas nos
olivais situados nas seis freguesias das margens esquerda e direita do rio Guadiana, no plano

principal.

De acordo com as figuras 15 e 16, verifica-se a total separacdo das amostras de azeite

virgem por freguesia, excepto para as duas amostras de azeite virgem obtidas nas duas
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freguesias do concelho de Moura (margem esquerda do rio Guadiana), o que pode ser
interessante do ponto de vista da identificacdo da origem geografica das amostras. Em
um ensaio semelhante realizado por Beltran et al (2015), com diferentes cultivares em
diferentes locais ndo foi possivel obter uma separa¢do tdao boa quanto a conseguida
para os respectivos solos, talvez devido a muito baixa concentracao de alguns dos
diferentes elementos nos azeites (Llorent-Martinez et al, 2011). No presente ensaio,
no entanto, conseguiu-se obter uma certa correspondéncia entre a composicao
elemental do solo e a do azeite, principalmente em relacdo as amostras obtidas na
freguesia de S. Brissos, concelho de Beja e em relagdo aos elementos V, Cr, Ni, Ga, Sr e
Ba. As amostras de azeite obtidas em Reguengos de Monsaraz apresentaram uma
composi¢ao semelhante a do respectivo solo, equilibrada nos diferentes elementos
analisados. As amostras de azeite virgem obtidas das azeitonas colhidas na freguesia
de Santiago Maior, concelho de Beja, separaram-se das restantes pelo seu contetdo
em Cu e Co, tal ndo tendo acontecido com as amostras dos respectivos solos. O
mesmo aconteceu na freguesia de S. Jodo Batista, no concelho de Moura: enquanto os
solos neste olival se diferenciaram dos restantes pelo seu elevado conteddo em zinco

(Zn), a mesma tendéncia ndo se verificou no respectivo azeite.

De acordo com Llorent-Martinez et al (2011), a composicao elemental dos azeites
depende de varios factores como o solo, o ambiente, gendtipo da oliveira, fertilizantes
e pesticidas aplicados ou ainda por contaminacdo através do equipamento de
extracdo. Para verificar a existéncia de uma relagdo entre a composicdo elemental dos
solos e a dos azeites, aplicou-se a correlacdo de Pearson a todas as amostras

analisadas (tabela 25).
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Tabela 25 Resultados da correlacdo de Pearson entre a composicao elemental do solo e do
azeite referente as amostras estudadas (N=18).

Parametros analisados no azeite

B \Y Cr Co Ni Cu Zn Ga Sr Cd Ba

Li -0,64* 0,80* 0,63* 0,27 0,56* 0,12 0,79* 0,80* 0,79* 0,56* 0,74*
o B -0,14 0,82* 0,75* -0,11 0,69* -0,07 0,93* 0,96* 0,94* 0,52* 0,85*
2 Vv -0,32 0,84* 0,68* 0,06 0,61* 0,07 0,95* 0,96* 0,97* 0,62* 0,86*
2 Cr -0,42 0,84* 0,63* 0,14 0,56* 0,03 0,89* 0,97* 0,94* 0,55*% 0,91*
é Co -0,18 0,81* 0,75* -0,09 0,69* 0,00 0,95* 0,95* 0,95* 0,59* 0,83*
;‘—2 Ni -0,33 0,82* 0,78* 0,01 0,70* 0,18 0,98* 0,88* 0,94* 0,74* 0,73*
% Cu -0,22 0,55* 0,53* -0,05 0,52* 0,10 0,81* 0,8* 0,78* 0,62* 0,72*
§ Zn -0,17 -0,07 -0,04 -0,01 0,06 -0,18 0,06 0,25 0,05 0,01 0,36
g Ga -0,45 0,72* 0,52* 0,15 0,49* -0,09 0,76* 0,94* 0,81* 0,41 0,94*
‘c%’ Sr 0,31 0,82* 0,68* 0,07 0,59* 0,24 0,99* 0,89* 0,99* 0,75* 0,74*

Cd 0,06 0,25 0,27 -021 0,34 -0,22 0,46 0,61* 046 0,21 0,63*
Ba -0,53* 0,53* 0,31 0,25 0,31 -0,07 0,56* 0,79* 0,62* 0,32 0,85*

* CorrelagOes significativas (P<0,05);

Verifica-se que existe uma forte correlacdo entre a composicdo elemental dos solos e a
dos azeites. Assim, praticamente todos os elementos analisados nos solos se
relacionam significativamente com os elementos analisados nas amostras de azeite. As
Unicas excepgbes sdo o zinco (Zn) e o cddmio (Cd). O conteudo de zinco no solo nao
estd relacionado com qualquer dos elementos analisados no azeite e o cddmio apenas
se correlaciona significativamente com o gdlio (Ga) e o bdrio (Ba). Olhando para os
azeites analisados, verifica-se que a composicdao em cobalto (Co) e cobre (Cu), ndo esta
relacionada com a composicdo elemental do solo, para nenhum dos elementos,
estando talvez mais relacionada com a aplicacdo de fertilizantes e fungicidas foliares
e/ou com o equipamento de colheita da azeitona e extracdo do azeite (Benincasa et al,
2007; Sahan et al, 2007; Llorent-Martinez et al, 2011; Nunes et al, 2011; Beltran et al,

2015).

5.4 — CONCLUSOES

O ensaio contribuiu para a rastreabilidade geografica dos azeites virgem extra
elementares, provenientes da cultivar Galega vulgar, a partir do seu perfil em acidos
gordos. Assim concluiu-se que, para esta cultivar, a composi¢cdo nos principais acidos

gordos é independente do modo de producdo do olival, mas muito dependente da
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regidao geografica de origem. As amostras de azeite provenientes dos concelhos de
Viseu e Celorico da Beira, no norte do pais, apresentaram um conteddo em acido
oleico superior aos azeites obtidos no centro e sul e as provenientes dos concelhos de
Moura e Beja, no Baixo Alentejo, separaram-se de todas as outras devido ao seu

conteudo mais elevado nos acidos gordos palmitico e palmitoleico.

Este trabalho é também uma primeira avaliacdo do potencial dos azeites virgens
elementares provenientes da margem esquerda do rio Guadiana a partir de uma
caracterizacdo pormenorizada dos pardmetros quimicos que os possam avaliar e
comprovar a fama lendaria que tém tido ao longo dos séculos. O ensaio permitiu
concluir que os azeites virgens extraidos da cultivar Galega vulgar na margem esquerda
do rio guadiana possuem um conteddo mais elevado em compostos antioxidantes
como compostos fendlicos totais, oleuropeina e hidroxitirol e também em pigmentos
clorofilinos, o que lhes confere uma cloracdo verde mais intensa e um sabor mais
amargo e picante, principalmente quando extraidos de azeitonas no estado de

maturacdo verde.

As diretivas europeias indicam que a origem dos azeites virgens deve aparecer
claramente no rétulo. Os resultados obtidos neste ensaio mostram que a diferenciacado
entre azeites com diferentes origens geograficas pode conseguir-se através da
utilizacdo de métodos de analise expeditos e simples como o ICP-MS, que permite a
rapida determinacdo de varios elementos presentes nas amostras, mesmo que em
guantidades vestigiais. Assim, este método pode ser utilizado para a construcdo uma

base de dados que contribua para a rastreabilidade geografica dos azeites virgens.

A coincidéncia na selecdo dos elementos para a classificacdo dos solos (Li, B, V, Cr, Co,
Ni, Cu, Zn, Ga, Sr e Ba) e dos azeites virgens (V, Cr, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Sr, Cd e Ba) de
acordo com a sua proveniéncia geografica, indicam que alguns elementos presentes
nos solos dos olivais sdo também detetados nos azeites virgens obtidos das oliveiras ai
plantadas, embora em concentragGes mais baixas. De facto, no presente ensaio,
conseguiu-se separar totalmente as amostras de solos de acordo com a freguesia de
origem e também se conseguiu uma boa separacdo dos azeites por freguesia, de

acordo com os elementos analisados. Concluiu-se que os azeites virgens obtidos nas
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freguesias de S. Jodo Baptista e Sto. Agostinho (freguesias geograficamente préximas)
pertencentes ao concelho de Moura, na margem esquerda do rio Guadiana,
apresentaram uma composicdo elemental muito semelhante, o que sera muito
positivo na determinagdo da origem geografica dos azeites. De um modo geral
verificou-se também uma relacdo préxima entre a composicdo elemental de alguns
solos analisados e a dos respectivos azeites; a relagdo foi particularmente préxima

para a freguesia de S. Brissos no concelho de Beja, margem direita do rio Guadiana.

No entanto é necessario, em futuros trabalhos, tentar comprovar estes resultados em
outras campanhas, uma vez que a época de colheita da azeitona é um ponto critico e a
composi¢ao quimica de um azeite pode variar consideravelmente de ano para ano. O
efeito da maturacdo no conteddo em antioxidantes do azeite depende das interacdes
com o ano da colheita, pelo que é necessdrio estudar o efeito das alteragdes sazonais

em diferentes campanhas.

Os resultados encontrados neste ensaio devem encorajar a regido a manter esta
heranga, protegendo as suas cultivares, divulgando e promovendo as caracteristicas
que diferenciam os seus azeites elementares. A elaboragdo de um catdlogo regional
com as caracteristicas dos seus azeites elementares sera, com certeza, uma mais valia

em termos turisticos e econdmicos.
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CAPITULO 6 — AZEITE VIRGEM BIOLOGICO VS CONVENCIONAL:
VARIACAO DA COMPOSICAO AO LONGO DA MATURACAO PARA A
CULTIVAR CORDOVIL DE SERPA (ENSAIO 2)

RESUMO

Neste ensaio pretende-se relacionar o azeite extraido de azeitonas obtidas pelo modo
de producdo bioldgico com o extraido pelo modo de produgdo convencional,
comparando a sua composicdo em dacidos gordos e antioxidantes com a composicdo
mineral dos solos. Apds selecdo dos olivais no concelho de Moura e da cultivar de
azeitona, Cordovil de Serpa, foram colhidas, semanalmente, entre os dias 13 de
Outubro e 20 de Dezembro de 2011 amostras de azeitonas de oliveiras selecionadas
aleatoriamente, acompanhando-se a maturacao e extraindo-se o azeite pelo método
Abencor. Apds analise de todas amostras de azeitona e de azeite virgem obtidas,
concluiu-se que a evolucdo da maturacdo das azeitonas bioldgicas foi, nestas
condicbes, mais acelerada. As amostras de azeite bioldgico apresentaram sempre um
conteldo em compostos fendlicos totais consideravelmente mais elevado e também
mais elevado em tocoferéis, especialmente em tocoferol y. As amostras de azeite
convencional atingiram uma relagdo acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos
polinsaturados (AGMI/AGPI) mais elevada devido ao superior conteido em éacido
oleico e a um menor teor em 4cido linoleico. Observou-se uma relagao significativa
entre a composicdo nos acidos gordos e antioxidantes analisados nas amostras de

azeite e a composicao mineral dos solos.

Palavras-chave: azeite biolégico, Cordovil de Serpa, compostos fendlicos, acidos

gordos, maturacgao.
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6.1 — INTRODUCAO

O azeite virgem é considerado a melhor gordura para a alimentacdao devido as suas
caracteristicas sensoriais, composi¢do quimica e estabilidade oxidativa. E o Gnico dleo
vegetal que pode ser consumido diretamente apds a extragdo e contem elementos
nutricionais importantes, entre as quais se encontram os compostos antioxidantes e as

vitaminas (Baccouri et al, 2008).

A qualidade do azeite é influenciada por um grande numero de fatores, entre os quais
se encontram a drea geografica de producdo (altitude, latitude, composicdo do solo), a
cultivar escolhida, o modo de produc¢do do olival, o periodo de colheita e método de
extracdo, assim como as condicdes climdticas durante a campanha (Ben Temime et al,

2006).

Durante o amadurecimento das azeitonas ocorrem varios processos metabélicos, com
consequentes variagdes nos perfis de alguns compostos. Estas altera¢des refletem-se
na qualidade, caracteristicas sensoriais, estabilidade oxidativa e valor nutricional do
produto obtido, o que torna importante a determina¢ao do estado de maturacao
antes da colheita e processamento dos frutos. (Baccouri et al, 2007). Yorulmaz et al
(2013) referem que a percentagem de acidez normalmente aumenta com a maturagao
devido a atividade das enzimas lipoliticas, enquanto os outros indices basicos de
qualidade como o indice de peréxidos e os indices espectrofotométricos (K232 e K270)
tém uma evolucdo varidvel, pois tanto diminuem como aumentam ou se mantém
constantes para as diferentes cultivares. Os mesmos autores referem que a
estabilidade do azeite virgem esta relacionada com uma elevada razao acidos gordos
monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/ AGPI) e com o seu natural
conteudo em antioxidantes. Uceda et al (1998) referem que o meio edafo-climatico
tem pouca influéncia na composicdo qualitativa em acidos gordos do azeite; tem, no
entanto uma clara influéncia sobre a fracdo insaponificavel, o que se traduz em azeites
de diferentes caracteristicas sensoriais, resultantes, em parte, da variacdao no contetdo
em compostos fendlicos e tocoferdis na mesma cultivar. A cultivar, pelo contrdrio,
influencia fortemente a composicdo em acidos gordos, assim como também o

conteudo em compostos fendlicos e tocoferdis da azeitona.
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De acordo com Esmaeili et al (2012), durante o amadurecimento da azeitona, a
composi¢ao quimica dos frutos altera-se devido a activacao e inibicdo de diferentes
actividades enzimaticas, o que afecta também a composicdo do azeite, modificando o
conteudo relativo dos acidos gordos. Para Yorulmaz et al (2013), a composi¢cao em
acidos gordos pode ou ndo variar com a evolucdo da maturacdo, dependendo da
capacidade das diferentes cultivares de metabolizar os substratos necessarios a sintese
dos acidos gordos relevantes. O tocoferol a, um antioxidante lipossoluvel, responsavel
pela estabilidade oxidativa, juntamente com os compostos fendlicos, tem um

comportamento dependente da cultivar durante a maturacao.

J4 Hermoso et al (1998) concluem que, durante o periodo de maturagdo, varidvel de
acordo com as caracteristicas varietais e com as condicdes climaticas, existem

variagdes na composicao dos frutos e, consequentemente nos azeites que originam:

- diminuicdo da relagdo de acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos
polinsaturados: a composicdo acidica evolui observando-se uma diminuicdo na
proporcdo de 4acido palmitico e um aumento da percentagem de acido linoleico,
permanecendo praticamente constante a proporc¢ao de acido oleico;

- 0 conteido em compostos fendlicos varia segundo uma curva de segundo grau, com
um maximo que geralmente coincide com o momento em que se alcanga 0 maximo de
guantidade de azeite no fruto, embora possa corresponder a diferentes estados de
maturacao para as diversas variedades;

- 0 contelddo em tocoferdis diminui consideravelmente ao longo do periodo de

maturacao e o conteudo total de esterdis também tem tendéncia a diminuir.

Em um ensaio realizado por Baer (2006), com amostras de azeite virgem provenientes
das cultivares Galega vulgar (G), Cordovil de Serpa (C) e verdeal alentejana (V) em dois
estados de maturacdo correspondentes a maturacdo 6ptima (1) e sobre-maturacao
(2), observou-se uma evolucdo no teor relativo dos principais acidos gordos e na
relacdo acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI) de

acordo com o constante na tabela 26.
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Tabela 26 Variagdo percentual (média e desvio padrao) dos principais acidos gordos e relacdo
acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/ AGPI) nas amostras de
azeite das diferentes cultivares e para os dois estados de maturacao

A Acido Acido Acido Acido oleico Acido Acido AGMI/ AGPI
palmitico palmitoleico  estearico linoleico linolénico

Gl 15,50(0,10) 2,29(0,02) 1,75(0,02) 74,51(0,23) 4,21(0,07) 0,65(0,01) 15,85(0,25)
G2 14,74(0,09) 2,14(0,03) 1,95(0,02) 75,38(0,21) 4,10(0,13) 0,62(0,02) 16,47(0,13)
Cl1 10,85(0,12) 0,90(0,01) 2,62(0,02) 78,58(0,32) 5,26(0,12) 0,78(0,01) 13,20(0,14)
C2  10,12(0,08) 0,85(0,01) 2,63(0,01) 79,44(0,28) 5,24(0,09) 0,74(0,01) 13,47(0,28)
Vi 9,21(0,09) 0,70(0,03) 2,93(0,03) 78,32(0,14) 6,78(0,16) 0,70(0,02) 10,61(0,19)
V2 9,19(0,07) 0,67(0,04) 2,84(0,01) 78,66(0,09) 6,67(0,07) 0,69(0,01) 10,83(0,15)

Considerando o estado de maturagdo das azeitonas verificou-se, para todas as
cultivares, uma diminuicdo da percentagem de acido palmitico, sendo essa diminuicdo
tanto maior quanto mais elevado o teor inicial do acido, uma diminui¢do dos acidos
gordos polinsaturados, linoleico e linolénico, e um aumento consideravel no conteudo
em 4acido oleico. Como exposto anteriormente neste trabalho, ndo existe qualquer
concordancia entre os varios autores mencionados quanto a evolucdo dos 4acidos

gordos com a maturac¢ado dos frutos.

Assim, de acordo com estes resultados, a relagdo acidos gordos monoinsaturados/
acidos gordos polinsaturados (AGMI/ AGPI) aumentou com o estado de maturagdo das
azeitonas para todas as cultivares, como consequéncia do aumento do teor de acido

oleico e diminui¢do simultanea do teor dos acidos linoleico e linolénico.

Os modos de producdo socialmente catalogados como mais amigos do ambiente
comecaram, em Portugal, formalmente, a ganhar importancia em 1994, aquando da
entrada em vigor das medidas agro-ambientais (Regulamento CE n2 2078/92). Esta
seria uma tentativa oficial de reducdao do impacto negativo da agricultura, diminuicdo
do abandono das pequenas exploracdes tradicionais e da perda de importantes
valores culturais. Assim, foi nos anos 90 que a agricultura bioldgica deu os primeiros
passos em Portugal, incluindo o olival em modo de producdo bioldgico na regido do

Alentejo (Pires, 2012).
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Na Europa existe actualmente uma consciéncia crescente, sobretudo dos
consumidores e contribuintes, que pretendem, cada vez mais, promover uma
agricultura sustentdvel que produza alimentos sauddveis em respeito pelo meio
ambiente e bem estar animal. Como resposta a esta preocupag¢ao, a Comissao
Europeia introduziu na nova PAC (2014 — 2020) o conceito de “Greening”. A ideia é
apoiar financeiramente praticas e actividades que respeitem e promovam o ambiente,

como é o caso da agricultura bioldgica.

A agricultura biolégica € um modo de producdo que utiliza os recursos naturais de uma
forma sustentavel e contribui para a seguranca e qualidade alimentar, uma vez que
nao recorre a organismos geneticamente modificados, pesticidas, fertilizantes,

promotores de crescimento ou hormonas de sintese (Ferreira, 2010).

Para Ninfali et a/ (2008), a qualidade do azeite virgem pode ser definida com base no
seu valor nutricional, caracteristicas organolépticas, a origem do produto, como por
exemplo os produtos DOP, a auséncia de contaminantes tdxicos e praticas

agrondmicas como os modos de producdo convencional, integrada e bioldgica.

Para os autores, a composi¢cdo do azeite virgem é o resultado de interacdes complexas
entre cultivares, maturacdo dos frutos, condi¢cdes pedo-climaticas e modo de

conducdo do olival.

A extracdo de azeite virgem em agricultura bioldgica (ou producdo bioldgica de azeite
virgem) é diferente da produgdo convencional ou integrada, pelas praticas agricolas
seguidas no olival, sendo idéntica no processo de extracao no lagar. Os principios e as
praticas da agricultura biolégica em geral estdo definidos na legislagdo comunitaria em
vigor, em particular o Regulamento (CE) n2 834/2007, do Conselho, e o Regulamento
(CE) n2? 889/2008, da Comissdo. A producdo bioldgica de azeitona e de azeite
enguadra-se nestes regulamentos que abrangem todas as culturas agricolas e ainda a

producdo animal.

Os produtos bioldgicos sdo geralmente considerados como sendo nutricionalmente
melhores. Assim, a crescente necessidade por parte dos consumidores, por produtos

alimentares seguros e de qualidade, torna a saude uma vantagem competitiva do
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azeite virgem bioldégico em relacdo ao azeite virgem convencional (Sandalidou et al,
2002). Em um ensaio realizado por Gutierrez et al (1999) com azeites extraidos da
cultivar Picual em diferentes estados de maturacdo, os autores concluiram que as
amostras de azeite virgem biolégico tinham melhor qualidade intrinseca do que as
amostras de azeite convencional: menor percentagem de acidez e indice de perdxidos,
maior tempo de indu¢do medido pelo rancimat, mais elevada concentragdo de
tocoferdis, compostos fendlicos totais, o-difendis e acido oleico. A qualidade superior
do azeite obtido neste modo de produgdo ndo é, no entanto, consensual, uma vez que
existem outros trabalhos como o de Ninfali et a/ (2008) em Itdlia com amostras de
azeite virgem extraidas das cultivares Leccino e Frantoio, cultivadas na mesma area
geografica em modo de producdo bioldgico e convencional e extraidas com a mesma
tecnologia, que conclui ndo haver diferencas significativas entre o azeite virgem

originario de agricultura bioldgica e o de agricultura convencional.

Para Erel et al (2013), apesar de a nutricdo mineral dos solos ndo ser tradicionalmente
considerada um factor importante que afecta a qualidade do azeite estudos recentes
indicam que os macronutrientes no solo podem ter efeito em alguns compostos do
azeite. Em um ensaio de longa duracdo com azoto, Fernandez-Escobar et al (2006)
reportaram que uma fertilizacdo com elevado nivel deste nutriente causou uma
diminuicdo no conteddo de compostos fendlicos totais. Em outro ensaio, os autores
concluiram que quantidades crescentes de azoto, fésforo e potassio resultavam na
diminuicdo dos compostos fendlicos (Fernandez-Escobar et al, 2009), diminuicdo da
percentagem de acido oleico e consequente aumento da percentagem de &cido
linoleico. O mesmo concluiram Dag et al (2009) ao reportar uma diminuicdo do acido
oleico e compostos fendlicos em resposta a niveis elevados de azoto e fdsforo,

enguanto que para o potassio, o efeito nao foi significativo.

Os diferentes modos de producgdo do olival, como por exemplo, producdo em modo de
producdo biolégico ou convencional, também podem ser importantes na justificacdo
das diferencas obtidas na composicdo dos azeites analisados, uma vez que implicam
diferengas na disponibilidade dos nutrientes existentes no solo para a planta. De facto,
Marschner (1995) afirma que a razdo mais importante para a divergéncia de resultados

encontrados em relagao a nutricdo mineral e consequentemente a disponibilidade de
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nutrientes para a planta seja o modo como a fertilizagdo é feita e que inclui a
composi¢cao do fertilizante, o método de aplicacdo, calenddrio de aplicacdo,
propriedades fisicas e quimicas do solo, nivel nutricional da arvore e condic¢des
ambientais. Em particular a disponibilidade em agua é indispensavel na determinagao

da resposta da planta aos minerais.

O objetivo deste ensaio foi investigar a influéncia da maturacdo nos parametros
analiticos que determinam a qualidade de um azeite virgem obtido de azeitonas
produzidas em modo de producdo bioldgico em comparacdo com outro obtido de
azeitonas produzidas em modo de producdo convencional. A fim de eliminar a
influéncia de outros fatores determinantes da composicdo do azeite, manteve-se a
regido geografica de origem: concelho de Moura, a cultivar: Cordovil de Serpa, o
método de extracdo: extracdo laboratorial pelo método Abencor e a data de colheita:
as azeitonas de ambos os olivais foram colhidas no mesmo dia durante 10 semanas,
entre 13 de outubro e 20 de dezembro de 2011. Avaliou-se essencialmente a evolugao
da composicdo em antioxidantes e d4cidos gordos, devido aos seus beneficios
nutricionais e a sua possivel utilizagdo como marcadores na rastreabilidade dos azeites
de acordo com o seu modo de producdo. Paralelamente, colheram-se, na semana 5,
amostras de solos em cada um dos olivais estudados, tendo sido analisada a sua
composicao em relagdo ao tipo de solo, principais macronutrientes e micronutrientes,
pH e percentagem de matéria organica, de modo a avaliar uma possivel correlacdo
com alguns compostos nos azeites virgens analisados que possibilite uma
diferenciacdo entre azeites virgens biologicos e convencionais, de acordo com a

composicdao mineral dos solos que lhes deram origem.

Uma vez que o objetivo geral do trabalho é a contribuicdo para a rastreabilidade dos
azeites alentejanos optou-se, neste ensaio, pela cultivar Cordovil de Serpa e pelo
concelho de Moura, por ser esta cultivar tradicional na regido e contribuir com cerca

de 40% para a composi¢ao do azeite virgem DOP Moura.
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6.2 — MATERIAL E METODOS

O ensaio decorreu na campanha 2011/ 2012 e teve inicio com a escolha dos olivais e
marcacdao das arvores de onde se recolheram as azeitonas. Marcaram-se
aleatoriamente 5 3arvores em cada um dos olivais de onde se recolheram,
semanalmente, durante dez semanas, com inicio a 13 de Outubro e conclusdo a 20 de
Dezembro de 2011, cerca de 3 Kg de frutos que se transportaram imediatamente, em
caixas plasticas perfuradas, para o laboratério da Cooperativa Agricola de Moura e
Barrancos. Aqui foi determinado o indice de maturagdo das azeitonas através da cor,
de acordo com o indice de Jaen descrito no capitulo 3 deste trabalho, e procedeu-se
no mesmo dia ou, no maximo, no dia seguinte (ficando as azeitonas, neste caso,
armazenadas no frigorifico) a extracdo do azeite pelo método Abencor que
corresponde, em laboratério, ao método de extracdo centrifugo de duas fases. Apds
extragdo, cada amostra de azeite virgem foi recolhida em dois frascos de vidro escuro
de 200 ml de capacidade e transportadas imediatamente para o laboratério de vinho e
azeite do Instituto Politécnico de Beja, onde ficaram armazenadas a -202C até a data

das analises. Todas as analises foram realizadas em triplicado.

Paralelamente, no dia 15 de Novembro, correspondente a semana cinco do ensaio,
foram colhidas trés amostras de solo de cada um dos olivais estudados. As amostras
foram recolhidas a 30 cm de profundidade e transportadas no mesmo dia em sacos
plasticos para o laboratério de analise de terras do Instituto Politécnico de Beja, onde
foram limpas e moidas. De cada amostra foram pesados 2 Kg, devidamente codificadas
e embaladas individualmente em sacos plasticos e enviadas, através de uma
transportadora, em uma caixa de cartdo, para um laboratdrio externo, C + E Analitica,

S.L. em Sevilha.

Os dois olivais selecionados sdo olivais tradicionais de sequeiro localizados no distrito
de Beja, concelho de Moura, a cerca de 5 Km de distancia um do outro. O olival em
modo de produgdo convencional situa-se na freguesia de S. Jodo Batista e tem uma
area de cerca de 100 hectares com 1500 darvores pertencentes a cultivar Cordovil de
Serpa. O solo caracteriza-se como solos calcarios vermelhos de calcarios (Vc) e solos

mediterraneos vermelhos ou amarelos de margas ou calcarios margosos (Vcm). O
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olival em modo de producdo bioldgico fica na freguesia de Santo Agostinho, tem uma
area de 8,5 hectares e 550 oliveiras da cultivar Cordovil de Serpa. O solo caracteriza-se
como solos calcarios vermelhos de xistos associados a depésitos calcarios (Vcx) e solos

calcarios pardos de xistos associados a depdsitos de calcarios (Pcx) (SROA, 1966).

O azeite de um dos frascos de cada amostra foi utilizado para a realizagdo das analises
efetuadas no Laboratdrio de Vinho e Azeite do Instituto Politécnico de Beja (LVA):
percentagem de acidez, indice de perdxidos e indices espectrofotométricos a 270 e
232 nm, de acordo com o Regulamento CE n? 2568/ 91 e posteriores alteracdes e
compostos fendlicos totais, de acordo com o método interno deste laboratdrio
descrito no capitulo trés do relatdrio. No laboratério do Centro de Biotecnologia do
Alentejo (CEBAL) determinaram-se os compostos fendlicos individuais por HPLC:
hidroxitirosol e tirosol, de acordo com o método interno descrito no capitulo trés. O
segundo frasco de 200 ml de cada amostra foi transportado para o Laboratério de
Estudos Técnicos (LET) do Instituto Superior de Agronomia, onde foram realizadas as
seguintes analises: acidos gordos, de acordo com o Regulamento (CE) n® 2568/ 1991,
anexo XA, tocoferdis a, B e y, de acordo como método interno do Laboratério de
Estudos Técnicos do Instituto Superior de Agronomia (LET) e estabilidade oxidativa
através do rancimat, como descritos anteriormente neste trabalho. Todos os
resultados foram analisados estatisticamente através da analise descritiva e anadlise de
variancia e técnicas de analise multivariada de dados como a andlise em componentes

principais (ACP).

As analises realizadas as amostras de solo pelo Laboratério C + E Analitica foram as
seguintes: andlise da Textura pelo método de Bouyoucos, percentagem de matéria
organica pelo método Walkley-Black, pH medido com eléctrodo em extracto aquoso
1:5, azoto Kjeldahl, de acordo com o método Kjeldahl, fésforo e boro por
espectrofotometria de Ultravioleta-Visivel em extracto 1:10 de Mehlich-3, potassio e
sodio por espectrofotometria de emissdao atémica em extracto 1:25 de acetato de
amonio 1N a pH=7, cdlcio e magnésio por espectrofotometria de absorcdo atdmica em
extracto 1:25 de acetato de amdnio 1IN a pH=7, ferro, cobre, zinco e manganés por

espectrofotometria de absor¢cdo atdmica em extracto 1:10 de Mehlich-3.
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As amostras analisadas neste ensaio foram codificadas da seguinte maneira:

As letras B e C correspondem ao modo de producdo biolégico e convencional,
respetivamente, e o algarismo a seguir a letra corresponde a semana (data) da
colheita. Obtiveram-se assim vinte amostras de azeite virgem, dez de azeite virgem
biolégico e dez de azeite virgem convencional, armazenadas em 40 frascos de vidro
ambar de 200 ml de capacidade. As amostras B1 e C1 foram colhidas no dia 13 de
Outubro, as amostras B2 e C2 no dia 25 de Outubro, as amostras B3 e C3 em 2 de
Novembro, as amostras B4 e C4 foram colhidas a 9 de Novembro, as amostras B5 e C5
no dia 15 de Novembro, as amostras B6 e C6 em 23 de Novembro, as amostras B7 e C7
foram colhidas no dia 29 de Novembro, as amostras B8 e C8 foram colhidas a 6 de
Dezembro, as amostras B9 e C9 em 12 de Dezembro e as amostras B10 e C10 a 20 de
Dezembro de 2011. Obtiveram-se também seis amostras de solos, colhidas no dia 15
de Novembro: trés correspondentes ao solo em modo de producdo bioldgico e trés
correspondentes ao solo em modo de producdo convencional que serao codificadas,
na apresentacdo dos resultados, apenas como bioldgico e convencional, uma vez que
se utilizardo os valores médios e desvios-padrao das 3 determina¢des de cada

elemento para caracterizar a composicdao mineral dos dois solos.

6.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a importancia desta cultivar na composicdo dos azeites virgens alentejanos e
na necessidade de aumentar o conhecimento existente acerca do conteldo em
antioxidantes naturais e perfil de acidos gordos, o delineamento deste ensaio debruca-
se, essencialmente, na andlise das alteracdes na composicdo em antioxidantes e no
perfil de acidos gordos dos azeites virgens extraidos durante o amadurecimento dos
frutos e a sua relagdo com a composicao mineral dos respectivos solos conduzidos em

modo de producdo biolégico e convencional.

Assim, neste capitulo, faz-se inicialmente uma apreciacao da evolucdo da maturacao

das azeitonas da cultivar Cordovil de Serpa nos dois modos de producdo, bioldgico e

140



convencional, através da determinag¢dao da cor (indice de Jaen) dos frutos colhidos

semanalmente nas 10 semanas em que decorreu o ensaio no campo.

De seguida, caracterizam-se quimicamente as amostras de azeite extraidas,
analisando-se a evolucdo da sua composicdo ao longo do processo de maturacdo e
comparando, para cada parametro analisado, os azeites obtidos em modo de
producdo bioldgico com os obtidos em modo de producdo convencional. Os resultados
das médias das trés repeticdes de cada andlise sdo apresentados sob a forma de

figuras e/ ou tabelas.

Uma vez que cada amostra de azeite foi caracterizada por varios parametros de
qgualidade e de composicdo, o estudo de um parametro isoladamente ndo permite
avaliar as modificagGes ocorridas simultaneamente em todas as varidveis analisadas
para os dois modos de producdo e diferentes datas de colheita. Assim, apds a analise
estatistica descritiva através da determinagdo da média, desvio e erro padrao, bem
como do intervalo de confianca da média a 95% e a andlise de varidncia a um fator
(teste de Scheffé para a comparacdao de médias), houve necessidade de recorrer a
técnicas de andlise multivariada de dados, nomeadamente a Analise em Componentes
Principais (ACP). Os valores médios foram obtidos a partir de trés réplicas laboratoriais

de cada parametro analisado (n = 3).

Finalmente, apds analise mineral e de textura dos dois solos, aplicou-se o teste da
correlacdo de Pearson para verificar a relacdo entre os minerais analisados e a
composicdo em antioxidantes (compostos fendlicos totais, hidroxitirosol, tirosol,
tocoferol a, tocoferol B e tocoferol y) e os principais dcidos gordos (palmitico, oleico e
linoleico) dos respectivos azeites virgens. O valor médio de cada elemento do solo

analisado foi obtido através da andlise de trés amostras de cada solo.
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6.3.1 — Determinagao da cor das azeitonas (indice de Jaen) ao longo da maturagao

Na tabela 27 apresentam-se os resultados obtidos na determinacdo do estado de
maturacdo das azeitonas colhidas durante 10 semanas, entre os dias 13 de Outubro e
20 de Dezembro de 2011, através do indice de Jaen.

Tabela 27 indices de maturag3o das azeitonas da cultivar Cordovil de Serpa produzidas nos
modos de producao biolégico e convencional, de acordo com as datas de colheita

Data da colheita Amostra indice de maturacdo
13 de Outubro B1 0,70
c1 0,04
25 de Outubro B2 2,18
C2 0,96
2 de Novembro B3 3,08
Cc3 1,40
9 de Novembro B4 2,96
c4 2,04
15 de Novembro B5 3,52
C5 1,96
23 de Novembro B6 3,22
c6 2,35
29 de Novembro B7 3,94
Cc7 2,94
6 de Dezembro B8 4,08
(0] 3,32
12 de Dezembro B9 5,26
Cc9 3,50
20 de Dezembro B10 5,72
ci0 4,58

As letras B e C representam, respetivamente, as azeitonas colhidas em modo de
producdo biolégico (B) e em modo de producdo convencional (C) e o algarismo
seguinte, de 1 a 10, representa a semana da colheita, correspondente a data referida
na primeira coluna da tabela. De acordo com o referido no capitulo 3, o indice de Jaen
baseia-se na cor da pele e da polpa dos frutos para determinar o indice de maturagao
das azeitonas, atribuindo o valor minimo de zero (0) as azeitonas de cor verde intensa

e o valor maximo de 7 as azeitonas com a pele e a polpa totalmente negras.
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De acordo com os valores determinados verifica-se que as azeitonas em modo de
producdo bioldgico tiveram uma evolugao da maturagdao muito mais acelerada do que
as azeitonas produzidas em modo de producdo convencional, medida através da
coloragdo da pele e polpa dos frutos. Mais a frente neste trabalho, apds a andlise
guimica de todas as amostras de azeite extraidas destas azeitonas, verificar-se-a se a
diferenca na evolucdo da cor das azeitonas tera correspondéncia com a evolugao da
composicdo em antioxidantes e perfil acidico, o que permitiria estabelecer, por
exemplo, uma relacdo de fécil percepc¢do visual entre a cor dos frutos e o teor em

compostos fendlicos do azeite correspondente.

Para as azeitonas em modo de producdo bioldgico, o indice de maturacdao de Jaen
variou entre o valor 0,70 que corresponde a frutos de cor verde ligeiramente
amarelada e o valor de 5,72 que corresponde a um estado de maturagdo ja muito
avancado com os frutos de pele totalmente negra e a polpa roxa em mais de 50%. Nas
azeitonas em modo de produgdo convencional, o indice de Jaen variou entre o valor
minimo de 0,04 que corresponde a frutos de cor verde intensa e o valor de 4,52, frutos

com a pele negra e polpa branca ja a comecar a ficar arroxeada.

Na figura 17 pode observar-se graficamente a evolucdo da maturacdo das azeitonas
colhidas nas datas determinadas. O indice de maturacdo aumentou ao longo das
semanas de modo semelhante para ambos os modos de producdo, embora a evolugdo
tenha sido um pouco mais irregular para as azeitonas bioldgicas. Nestas amostras o
valor do indice de maturacdo foi constantemente mais elevado para todas as datas

analisadas.
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Figura 17 Evolucdo do indice de maturacao (indice de Jaen) para as azeitonas da cultivar
Cordovil de Serpa, produzidas em modo de producdo biolégico (O) e em modo de produgio
convencional (M) durante 10 semanas, entre os dias 13 de Outubro e 20 de Dezembro de
2011)

6.3.2 — Caracteriza¢ao quimica das amostras de azeite virgem

Em data determinada procedeu-se a analise quimica das 20 amostras de azeite virgem
armazenadas a -20°C em frascos de vidro ambar de 200 ml de capacidade.
Inicialmente determinaram-se os indices gerais de qualidade para todas as amostras:
percentagem de acidez (%), indice de perdxidos (meq.0,/ Kg de azeite) e indices
espectrofotométricos (k232 e K270), o que permitiu classifica-las nas categorias de
azeite virgem extra ou azeite virgem, de acordo com os resultados obtidos. Analisou-se
também a evolucdo da composicdo em antioxidantes naturais: compostos fendlicos
totais (mg/ Kg), tirosol (mg/ Kg), hidroxitirosol (mg/ Kg) e tocoferdis a, B e y (mg/ Kg) e
do perfil em 4acidos gordos (%). Finalmente mediu-se a estabilidade oxidativa das
amostras através do rancimat (h) e calculou-se a relacdio &cidos gordos

monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/ AGPI).

Na tabela 28 apresentam-se os valores médios, desvios padrao e resultados da andlise

de varidncia para as determinagdes quimicas efetuadas as amostras de azeite.
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De acordo com os resultados expostos na tabela 28 verifica-se que a percentagem de
acidez das amostras de azeite extraido aumentou ao longo da maturagdo, o que esta
de acordo com Yorulmaz (2013), que referem que este aumento se deve a ativacdo das
enzimas lipoliticas. De facto, este valor aumentou consideravelmente nas ultimas trés
semanas nos azeites obtidos no modo de producdo biolégico, tendo como
consequéncia a diminuicdo da classificacao de azeite virgem extra para a categoria de
azeite virgem no final do ensaio. Os azeites provenientes das azeitonas cultivadas em
modo de produgdo convencional mantiveram uma acidez baixa ao longo de todo o
ensaio, embora tenha havido uma ligeira subida. Provavelmente esta diferenga em
relacdo aos dois modos de produgao deve-se ao facto de as azeitonas bioldgicas terem
atingido um indice de maturacdo muito elevado no final do ensaio, havendo ja uma

atividade lipolitica muito elevada.

Na figura 18 pode observar-se o aumento da percentagem de acidez do azeite durante
as ultimas semanas de maturacdao das azeitonas, principalmente em modo de

producdo bioldgico.

1,2

Acidez %

0,0

01 2 3 456 7 8 9101
Semanas
Figura 18 Variagdo da percentagem de acidez (%) com a maturagao ao longo das 10 semanas

de ensaio para azeites virgens bioldgicos ( O e convencionais () extraidos da cultivar
Cordovil de Serpa.

O grafico mostra que, até a sétima semana de ensaio (29 de Novembro), ndo houve
uma evolucdo significativa da percentagem de acidez, tendo havido uma subida muito
acentuada em Dezembro, para o azeite biolégico, provavelmente devido ao mais

avancado estado de maturacdo das azeitonas que |lhe deram origem.
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Em relagdo ao indice de perdxidos (IP) e indices espectrofotométricos (K270 e K232), o
azeite bioldgico apresentou também valores ligeiramente superiores aos do azeite

convencional, como se pode observar nas figuras 19 e 20.
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Figura 19 Variacao do indice de perdxidos com a maturacdo ao longo das 10 semanas de
ensaio para azeites virgens biolégicos ( () e convencionais ( ) extraidos da cultivar Cordovil
de Serpa.

Também em relacdo ao indice de perdxidos o azeite bioldgico apresentou valores
guase sempre superiores ao dos azeites convencionais, embora sejam baixos em
relacdo ao limite maximo legal de 20 meq.0,/ Kg de azeite para as categorias de azeite
virgem extra e virgem. Este valor ndo apresentou uma evolucdo clara durante a
maturacdo, embora haja uma descida no inicio da maturacdo, o que estd de acordo
com Yorulmaz (2013) que refere que o indice de perdéxidos e os indices
espectrofotométricos (K270 e K232), tanto podem baixar como subir ou manter-se

constantes para as varias cultivares durante a maturagao.
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Figura 20 Varia¢do dos indices espectrofotométricos (K270 e k232) com a maturagdo ao longo
das 10 semanas de ensaio para azeites virgens biolégicos (O) e convencionais () extraidos
da cultivar Cordovil de Serpa.

Também os indices espectrofotométricos foram quase sempre ligeiramente superiores
nas amostras de azeite biolégico ndo tendo, no entanto, em nenhuma das amostras,

ultrapassado os limites estipulados para a categoria virgem extra.

Os compostos fendlicos sao compostos importantes naturalmente presentes no azeite,
ndo sé devido a sua capacidade antioxidante mas também devido ao seu interesse
nutricional e sensorial: tém atividade citostatica o que indica a sua potencial atividade
como compostos anti-cancerigenos; protegem as proteinas de baixa densidade da
oxidacdo e protegem o azeite da auto-oxidagdo. Além disso s3ao responsaveis pelo

atributo amargo do azeite (Beltran et al, 2005).

Em relacdo aos azeites analisados, verifica-se que as amostras de azeite virgem
biolégico apresentam um teor consideravelmente mais elevado em compostos
fendlicos totais, do que as amostras de azeite convencional. O azeite bioldgico
apresentou um maximo de 392,7 mg/ Kg, correspondente a quarta semana de ensaio
(9 de Novembro) e um minimo de 210,8 mg/ Kg, correspondente a ultima semana de
ensaio. O azeite virgem convencional conseguiu um valor maximo de 238,6 mg/ Kg,
também na quarta semana de ensaio e um valor minimo de 184,9 mg/ Kg na primeira
semana da colheita (13 de Outubro). De acordo com Rotondi et a/ (2004), o teor de
compostos fendlicos aumenta progressivamente até um limite maximo

correspondente até um nivel de coloracdo médio na escala do indice de Jaen,
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descendo depois abruptamente com a evolu¢do da maturagdo. Ja Beltran et al (2005)

refere que o conteldo em compostos fendlicos diminui com a maturagao.
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Figura 21 Variacao do teor de compostos fenélicos totais com a maturacdo ao longo das 10
semanas de ensaio para azeites virgens biolégicos ( Q e convencionais (Ill) extraidos da
cultivar Cordovil de Serpa.

Como se pode verificar na figura 21, o azeite bioldgico apresenta um teor de
compostos fendlicos totais bastante superior ao azeite convencional, aumentando o
seu valor até a quarta data de analise e depois descendo abruptamente. No azeite
convencional nao se verificou um aumento tao grande nem uma descida tao
acentuada do conteudo de compostos fendlicos totais. De realcar o facto de ambos os
azeites terem atingido o teor maximo de compostos fendlicos totais na mesma data (9
de novembro), apesar de apresentarem indices de maturacdo diferentes (2,96) para a
azeitona bioldgica e 2,04 para a convencional). Esta evidéncia podera confirmar as
observacgdes feitas por Oueslati et a/ (2009), que, ao contrario de Rotondi et a/ (2004),
referem ndo ter encontrado uma relacdo clara entre o conteddo em compostos
fendlicos totais e o indice de maturacdo dos frutos (indice de Jaen). Assim, o autor
conclui que este resultado podera estar relacionado com o facto de as azeitonas de
dois estados de maturacdo diferentes terem sido colhidas no mesmo dia, devendo ser
a reducdo no conteudo em compostos fendlicos atribuida ao periodo de colheita e ndo
a cor da pele dos frutos. A degradacao enzimatica e oxidativa dos compostos fendlicos
na azeitona aumenta com o avanco do periodo de colheita como consequéncia

provavel da senescéncia dos frutos.
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A determinagdo do teor dos compostos fendlicos individuais, tirosol e hidroxitirosol,
mostrou também valores superiores nas amostras de azeite biolégico em relagdo ao
azeite convencional. Estes compostos antioxidantes sdo importantes porque estdo
relacionados com a saude e com a estabilidade do azeite. Os compostos fendlicos
ativos no azeite virgem sdo principalmente orto-difendis como o hidroxitirosol e as
suas formas oleosidicas e o acido cafeico. O monofenol tirosol e os seus derivados
oleosidicos, mostram menor atividade antioxidante (Aparicio et al, 1999). Ouni et al
(2011) concluiram que os dois principais fendis simples existentes em amostras de
azeite virgem extraidas da cultivar oueslati, na Tunisia, sdo o hidroxitirosol e o tirosol,
sendo o teor de hidroxitirosol geralmente, mas ndao sempre, superior ao de tirosol. O
autor e Yorulmaz et al (2013) justificam estes resultados afirmando que os dois fendis
podem ser produzidos através da hidrélise parcial de compostos como a oleuropeina,
por ex2. Além disso, a elevada atividade antioxidante do hidroxitirosol, muito mais

elevada que a do tirosol, favorece a sua degradacdo e desaparecimento.

6 1,8
1,6

5 1 -
o 14
4 - ! BB 1,2

1
[

1
1 \

Ll
o

I
]
I

o

Tirosol (mg/Kg)
w

o o

~ O

Hidroxitirosol (mg/Kg)
o o
N [0e]

o
=)

Figura 22 Variagdo do teor de compostos fenélicos individuais (tirosol e hidroxitirosol) com a
maturacdo ao longo das 10 semanas de ensaio para azeites virgens bioldgicos (O) e
convencionais (Jj ) extraidos da cultivar Cordovil de Serpa.

No presente ensaio obtiveram-se teores superiores de tirosol em relacdo ao conteudo
em hidroxitirosol em todas as amostras analisadas, o que n3do é totalmente
concordante com Ouni et al (2011), mas de acordo com a maioria dos autores
consultados (ver ponto 2.2 deste trabalho). Verifica-se que os valores encontrados na
bibliografia sdo muito variados, podendo considerar-se baixos os valores determinados

neste ensaio para os dois compostos, tirosol e hidroxitirosol. A evolugdo no conteldo
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em tirosol foi muito diferente para os dois azeites. Enquanto que para o azeite
biolégico houve uma subida inicial do teor e depois uma descida progressiva ao longo
da maturagao, para o azeite convencional a tendéncia foi para uma subida ao longo da
maturacdo. Em relagdo ao hidroxitirosol, a tendéncia foi para uma subida até uma
determinada etapa da maturacdo, tanto para o azeite biolégico como para o
convencional, e depois uma descida que, no caso do azeite biolégico, foi bastante
acentuada. Esta descida abrupta do teor de hidroxitirosol nas ultimas semanas do
ensaio coincide com o aumento da percentagem de acidez, confirmando o adiantado
estado de maturacdo das azeitonas bioldgicas, havendo ja alguma degradacdo do
azeite contido nos frutos. Baccouri et al (2008) referem um aumento dos teores em
compostos fendlicos simples (tirosol e hidroxitirosol) nos azeites obtidos durante a
maturacdo de azeitonas da cultivar chétoui, que o autor atribui a decomposicao de

compostos fendlicos complexos através da atividade de enzimas hidroliticas.

Quando comparado com os valores de hidroxitirosol (mg/ Kg) reportados
anteriormente por outros autores para diferentes cultivares provenientes de paises
mediterranicos como: 0,3 — 46,3 (Dabbou et al, 2011), 1,0 — 13,2 (Taamalli et al, 2012),
3,8 — 7,1 (Ouni et al, 2011), 5,7 — 38,9 (Garcia et al, 2002) e 1,3 — 2,1 (Arslan et al,
2013), verifica-se que os valores determinados nos azeites provenientes da cultivar

Cordovil de Serpa, nos dois modos de producgao, sao semelhantes embora baixos.

O azeite bioldgico atingiu um maximo de tirosol de 5,03 ppm ou mg/Kg e um minimo
de 2,53 ppm ou mg/ Kg. O azeite convencional atingiu um maximo de 3,10 ppm ou
mg/Kg e um minimo de 1,10 mg /Kg. O hidroxitirosol conseguiu um maximo de 1,47
ppm ou mg/Kg na oitava semana (6 de Dezembro) e um minimo de 0,47 ppm na
primeira semana no azeite biolégico e um maximo de 0,60 ppm também na oitava
semana e um valor minimo de 0,23 ppm na 22 semana. Também para o hidroxitirosol
se verificou o mesmo que para os compostos fendlicos totais: ambos os azeites
atingiram o valor maximo na mesma data, 8 de Dezembro (e que ndo coincide com a
data correspondente ao valor maximo de compostos fendlicos totais), o que reforca a
ideia de que a evolucdo do teor destes compostos estara mais relacionada com a data

do que com a cor dos frutos medida pelo indice de maturacdo de Jaen.
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No azeite virgem a vitamina E é representada pelos tocoferdis, compostos com
atividade antioxidante que, entre outros beneficios nutricionais, inibem a oxidagdo das
lipo-proteinas de baixa densidade (Beltran et al, 2005). A importancia destes
compostos é suportada pela evidéncia do seu papel tanto na qualidade e autenticidade
do azeite virgem como na sua contribuicdo para a saude (Escuderos et al, 2009). A
distribuicdo dos tocoferdis no azeite inclui, essencialmente, os tocoferdis a, B e v,

sendo o tocoferol a o principal, contabilizando cerca de 95% do total dos tocoferdis.

A maior parte dos autores consultados afirma que o comportamento da evolucdo do
teor de tocoferdis é muito varidvel e dependente da cultivar de onde se extrai o azeite
(Yorulmaz et al, 2013). Assim, e de acordo com Baccouri et al (2008), enquanto que
para o azeite extraido da cultivar Chemlali, o teor de tocoferol a, se mantém
praticamente constante até atingir o grau de maturacao 3,5 do indice de Jaen e depois
diminui acentuadamente, para o azeite extraido da cultivar Chétoui observa-se uma
descida ligeira ao longo de todo o amadurecimento das azeitonas. Os mesmos autores
referem que os tocoferdis B e y ndo evidenciaram qualquer padrdo de comportamento

durante a maturacdo dos frutos.

Como se pode observar na figura 23 obtiveram-se valores mais elevados de tocoferol a
e principalmente de tocoferol y nas amostras de azeite biolégico. Em relacdo ao teor
de tocoferol B, ndo se observaram diferencas muito significativas entre as amostras de
azeite bioldgico e de azeite convencional, ao longo da maturacao (ver tabela 28). A
evolucdo do conteddo em tocoferol a durante o amadurecimento dos frutos mostrou
uma tendéncia para diminuir ao longo do processo, embora a diminuicao tenha sido
mais acentuada no inicio e no final da maturacdo. O comportamento dos tocoferdis B e
y mostrou flutuacdes ao longo do periodo em analise, com descidas e subidas durante
o amadurecimento. Ao analisar a bibliografia consultada (ponto 2.2), podemos ainda
concluir que o azeite virgem extraido da cultivar Cordovil de Serpa, principalmente o
bioldgico, é um azeite com um conteldo elevado em tocoferdis, principalmente a ey,
em especial no inicio do amadurecimento, 434,5 mg/Kg e 13,25 mg/Kg,

respectivamente.
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Figura 23 Evolucgdo do teor de tocoferdis a, f e y com a maturagdo ao longo das 10 semanas
de ensaio para azeites virgens bioldgicos ( O) e convencionais (Ill) extraidos da cultivar
Cordovil de Serpa.

A andlise da estabilidade oxidativa sera feita mais a frente neste trabalho, apds a

discussdo dos resultados respeitantes ao perfil acidico das amostras analisadas.

A evolugcdo da composicdao em 4acidos gordos ndo tem total concordancia entre
autores. Enquanto Cinquanta et a/ (2001) referem um aumento no conteddo em acido
oleico e uma diminuicdo no acido palmitico, Hermoso et al (1998) indicam um
aumento na percentagem de acido linoleico, uma diminuicdo na proporcao de acido
palmitico e a constancia da percentagem de acido oleico com a consequente
diminuicdo da relagcdo acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados.
Ja Salah et al (1984) referem um aumento progressivo da percentagem de acido oleico

desde a maturacdo otima, uma diminuicdo clara do acido palmitico, uma diminuicdo
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leve do acido linoleico e uma constancia do conteiddo em &acido palmitoleico e
estearico. Baccouri et al (2008) observaram uma ligeira diminuicdo do conteddo em
acido palmitico, uma descida gradual da percentagem de acido oleico e um aumento

do acido linoleico.

Na tabela 29 apresentam-se os valores médios, desvios padrao e resultados da andlise
de variancia para o perfil de acidos gordos das amostras de azeite virgem extraidas
durante a maturagao da cultivar Cordovil de Serpa, nos modos de producao biolégico e
convencional. Cada valor médio estd associado a trés repeticées pois foram obtidos a

partir de trés réplicas laboratoriais de cada amostra (n = 3).
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Em relacdo ao perfil de dcidos gordos das amostras analisadas verifica-se, na tabela 29,
que as amostras de azeite virgem biolégico apresentaram um teor de acido palmitico
(C16:0) superior as de azeite virgem convencional, principalmente durante as
primeiras semanas do ensaio. Esta diferenca atenuou-se no final da maturagao, uma
vez que o conteldo em acido palmitico do azeite bioldgico sofreu uma diminuicdo
mais acentuada durante o amadurecimento das azeitonas, passando de 14,11% na
primeira semana, para 11,43% na ultima semana do ensaio. Em relagdo ao azeite
virgem convencional, a descida foi de 13,80% no inicio da maturacdo para 11,83% na

décima semana.

Os acidos gordos que verdadeiramente se diferenciaram com o modo de producdo das
azeitonas foram o dacido oleico (C18:1) e o acido linoleico (C18:2), apresentando
diferencas significativas ao longo da maturacdo e mesmo entre modos de producao.
Assim, o azeite obtido das azeitonas da cultivar Cordovil de Serpa produzidas em modo
de producdo convencional atingiram um teor de acido oleico significativamente
superior ao azeite extraido de azeitonas em modo de producgdo biolégico (tabela 29). A
percentagem aumentou com o amadurecimento das azeitonas em ambos os modos de
produgdo, variando entre 73,07% na primeira semana (13 de Outubro) e 77,94% na
ultima semana do ensaio (20 de Dezembro) para o azeite biolégico e entre 74,85% e

79,64% para o azeite convencional.

Para o acido linoleico, obtiveram-se valores superiores para o azeite biolégico. A
percentagem deste acido subiu ligeiramente até meio do periodo em andlise, ou seja
até a semana 5 (15 de Novembro), alcancando 7,67% e voltando depois a descer até
ao final do periodo em andlise, onde o valor minimo foi de 6,25%. A evolugao do teor
em acido linoleico no azeite convencional foi quase a oposta a do azeite biolégico:
houve inicialmente uma descida do teor, alcangcando o valor minimo na semana 6 (23
de Novembro), 4,28%, e depois uma subida até a semana 9 (12 de Dezembro), onde

atingiu o valor maximo, 5,30%).

Para ambos os modos de producdo, houve uma descida na composicdo dos acidos
palmitoleico (C16:1) e estedrico (C18:0) durante o amadurecimento das azeitonas da

cultivar Cordovil de Serpa.
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Os resultados obtidos nao concordam totalmente com os autores citados no inicio
deste ponto. De acordo com a bibliografia consultada e referida no ponto 2.2 deste
trabalho, pode considerar-se que a cultivar Cordovil de Serpa é uma cultivar com um
teor médio alto de acido oleico e um teor relativamente baixo de acido linoleico,
principalmente quando cultivada em modo de produgdao convencional. De realgar o
facto de os azeites virgens extraidos desta cultivar apresentarem um teor de acido
linolénico (C18:3) muito elevado, tendo em conta que o maximo permitido por lei para

os azeites virgens é de 1%.

Devido as diferencas no perfil acidico dos azeites obtidos nos dois modos de producao,
principalmente em relacdo aos acidos oleico e linoleico, obtiveram-se razées acidos
gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/ AGPI) superiores para
o azeite virgem convencional (tabela 29). Esta razao foi aumentando com a evolugdo
da maturacdo para os azeites de ambos os modos de producdo, a acompanhar as
alteracdes nos teores dos acidos gordos. Estes resultados estdo em completo
desacordo com Baccouri et al (2008). Os autores afirmam que, durante o
amadurecimento dos frutos, os acidos oleico e linoleico mostram um comportamento
oposto, uma vez que o conteldo em dacido oleico vai diminuindo gradualmente com a
maturacdo e o teor acido linoleico aumentando, levando a diminuicdo da razdo acidos
gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados. Os autores explicam este
comportamento com a atividade da enzima oleato dessaturase, que transforma o

acido oleico em linoleico.

Na figura 24 observa-se, graficamente, a evolucdo dos principais acidos gordos ao
longo das dez semanas de amadurecimento das azeitonas produzidas em modo de

producdo bioldgico e convencional.
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Figura 24 Evolugdo dos principais acidos gordos durante a maturagdo de azeitonas da cultivar
Cordovil de Serpa produzida nos modos de produgdo biolégico © )e convencional )
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Em relagdo a estabilidade oxidativa das amostras de azeite, medida pelo rancimat, nao
se observou uma diferenca acentuada entre modos de produgdao, embora os valores
tenham sido um pouco mais elevados para as amostras de azeite obtidas em modo de

produgdo bioldgico, no inicio e no final da maturagao.
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Figura 25 Estabilidade oxidativa, medida pelo rancimat (horas) e relacdo AGMI/AGPI das
amostras de azeite virgem extraidas da cultivar Cordovil de Serpa, durante a maturagao das
azeitonas produzidas em modo de producao biolégico (O )e convencional ().

Os fatores que mais contribuem para a estabilidade de uma azeite virgem sdo a razao
acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/ AGPl) e o
conteudo em antioxidantes naturais. Assim, tendo em conta todas as amostras de
azeite em simultaneo verifica-se que, apesar dos azeites obtidos em modo de
producdo convencional terem uma razdo AGMI/AGPI bastante mais elevada, sdo os
azeites obtidos em modo de producdo bioldégico que apresentam um teor em
compostos fendlicos e em tocoferdis significativamente superior e este fator parece
ter tido mais peso na estabilidade dos azeites do que a razdo AGMI/AGPI. No entanto,
ao observar a evolugdo do azeite de cada modo de producao individualmente verifica-
se que o azeite bioldgico atinge os valores mais elevados de estabilidade oxidativa nas
semanas 4 (29,3 h), 9 (29,7 h) e 10 (29,3 h) e o azeite convencional nas semanas 3
(26,4 h), 4 (27,5 h) e 7 (25,9h). Da analise conjunta das tabelas 28 e 29 e das figuras 18,
19, 20, 21 e 22 parece poder concluir-se que, para o azeite bioldgico, existe, em termos
absolutos, uma maior contribuicio do conteldo em antioxidantes (compostos
fendlicos totais, tirosol, tocoferdis a e y) para a estabilidade oxidativa no inicio da

maturagdo, em detrimento da relagdo AGMI/AGPI. No final da maturagdo é a relagdo
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acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI) que mais
contribuiu para os valores mais elevados de estabilidade, medida pelo rancimat, do
azeite bioldgico. De facto, é na semana 5 que este azeite atinge o menor valor de
estabilidade oxidativa, correspondendo também ao menor valor da razdéo AGMI/AGPI,
aumentando constantemente a partir de ai até a semana 9, acompanhando o aumento
da razdo AGMI/AGPI. Para o azeite convencional n3o se verificou uma relagdo tdo clara
entre a estabilidade e a composicio em antioxidantes e acidos gordos. Assim,
enquanto os valores de estabilidade oxidativa atingidos nas semanas 4 e 7 parecem
estar relacionados com os teores mais elevados de compostos fendlicos totais, ja o
valor obtido na semana 3 ndo esta de acordo com os teores de antioxidantes nem com

a razdo AGMI/AGPI.

Na tentativa de identificar as diferencas nos azeites extraidos da cultivar Cordovil de
Serpa de acordo com o seu modo de producdo (modo de producdo biolégico e modo
de producdo convencional) em relacdo ao seu comportamento durante a maturacao,
foi utilizado o método da andlise em componentes principais (ACP), a partir dos
resultados das andlises quimicas efetuadas a todas as amostras referentes a 16
atributos, nomeadamente: compostos fendlicos totais, hidroxitirosol, tirosol, tocoferol
a, tocoferol B, tocoferol y, estabilidade oxidativa (rancimat), relacdo acidos gordos
monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI) e os acidos gordos
palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), margarico (C17:0), margaroleico (C17:1),
estedrico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3). Na tabela 30

apresentam-se os valores proprios e a extragdo dos componentes principais.
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Tabela 30 Valores proprios e extragcdo dos componentes principais.

Componente Valor Variancia Valor préprio Variancia
principal proprio (%) Acumulado acumulada (%)
1 9,38 58,64 9,38 58,63
2 2,93 18,34 12,31 76,97
3 1,57 9,81 13,89 86,79
4 0,75 4,67 14,63 91,46
5 0,51 3,21 15,15 94,67
6 0,33 2,07 15,48 96,74
7 0,16 1,03 15,64 97,78
8 0,15 0,92 15,79 98,70
9 0,08 0,50 15,87 99,20
10 0,05 0,32 15,92 99,52
11 0,04 0,23 15,96 99,75
12 0,02 0,12 15,98 99,88
13 0,01 0,06 15,99 99,94
14 0,01 0,05 15,99 99,99
15 0,00 0,00 16,00 100,00
16 0,00 0,00 16,00 100,00

Os dois primeiros componentes principais explicaram 77% da variancia: 58,6% para o
primeiro componente e 18,3% para o segundo. Note-se que apesar de se terem
considerado apenas os 2 primeiros componentes, o terceiro também apresentou valor
proprio superior a 1. Sé estes componentes foram significativos, uma vez que sdo os
gue apresentaram maior valor préprio. Estando em analise 16 atributos, a partida,
cada um deles tem o valor préprio de 1. Com esta metodologia, estes 16 atributos sdo
transformados em 16 componentes, redefinindo o espaco e passando a ter valores
proprios diferentes. Assim, por apresentarem valores proprios mais elevados,
definiram-se os dois primeiros componentes como componentes principais: o primeiro

teve valor préprio de 9,4 e o segundo valor préprio 2,9.
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Para perceber a importancia relativa de cada atributo em relagdao a cada um dos dois
primeiros componentes principais, determinaram-se os coeficientes de correlagdo

entre os atributos (parametros originais) e os componentes principais (Tabela 31).

Tabela 31 Coeficientes de correlagdo entre os atributos (varidveis iniciais) e os dois primeiros
componentes principais

Atributo Componente
CP1 CcP2
polifendis totais (mg/Kg) -0,708* 0,430
Tirosol (mg/Kg) -0,515 0,721*
Hidroxitirosol (mg/Kg) -0,360 0,813*
tocoferol a (mg/Kg) -0,901* -0,291
tocoferol B (mg/Kg) -0,479 -0,748*
tocoferol y (mg/Kg) -0,913* 0,052
Rancimat (h) -0,306 0,030
AGMI/AGPI 0,846* -0,395
C16:0 (%) -0,722%* -0,387
C16:1 (%) -0,938* -0,250
C17:0 (%) -0,876* -0,325
C17:1 (%) -0,752* -0,433
C18:0 (%) -0,959* -0,138
C18:1 (%) 0,968* -0,092
C18:2 (%) -0,826* 0,478
C18:3 (%) -0,724* 0,048

* correlagdes significativas (r > 0,7), segundo Liu et a/ (2003).

Os resultados da analise mostraram que o 12 componente principal, CP1, é explicado,
com maior peso, pelos compostos fendlicos totais (polifendis totais), tocoferol a,
tocoferol y, acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido margarico

(C17:0), acido margaroleico (C17:1), acido estedrico (C18:0), acido linoleico (C18:2) e
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acido linolénico (C18:3), com valor de correlagdo negativo e pelos relagdo dacidos
gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI) e oleico (C18:1),

com valor de correlagdo positivo.

O 22 componente principal, CP2, é explicado pelo tocoferol B, com valor de correlagao
negativo e pelos tirosol e hidroxitirosol, com valor de correlagao positivo. Assim, na
figura 26 pode observar-se a distribuicdao dos atributos no plano principal formado

pelos dois primeiros componentes.

E na figura 27 pode observar-se a projecao das amostras dos dois modos de produgao

ao longo da maturagao no plano principal.
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Figura 26 Distribui¢do dos atributos no plano
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Figura 27 Projecao das amostras nos dois modos de producdo ao longo da maturacdo no plano
principal

De acordo com as figuras 26 e 27, verifica-se uma total separacdao das amostras por
modo de producdo, principalmente devido ao conteddo em &acido oleico (C18:1) e a
relacdo acidos gordos monoinsaturados/ acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI)
nos azeites virgens obtidos no modo de producdo convencional, e ao conteddo em
antioxidantes naturais: compostos fendlicos totais, tirosol, hidroxitirosol e tocoferdis a
e y no inicio da maturagao e também ao conteudo mais elevado em 4acido linoleico

(C18:2) nos azeites bioldgicos obtidos da cultivar Cordovil de Serpa.

Na evolucdo da maturacdo das amostras de azeite convencional, verifica-se uma
acentuacdo da diferenciacdo em relagdo ao mais elevado conteido em 4acido oleico e
da razdo AGMI/AGPI, a partir da semana 4. Nas primeiras trés semanas, as amostras
separam-se pelo conteldo em tocoferol B. As amostras de azeite biolégico separam-
se, nas quatro primeiras semanas de maturacdo, essencialmente em relacdo a
composi¢cdo em acidos gordos (exceto o dacido oleico) e contelido em tocoferol a e
compostos fendlicos totais. A partir da semana 4 acentua-se a diferenca devido

essencialmente ao mais elevado teor em hidroxitirosol.
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6.3.3 — Relagdo entre a composi¢cdao mineral dos solos e a composi¢ao em acidos
gordos e antioxidantes dos azeites

Em 2009, os Estados Membros da Unido Europeia acordaram na obriga¢ao da
colocagdo da origem nos rétulos dos azeites virgem e virgem extra (Regulamento CE
182/2009) para evitar o desconhecimento e engano do consumidor em relagdo a sua

origem e caracteristicas.

A nutricao mineral dos solos ndo é tradicionalmente considerada um factor importante
para a qualidade do azeite (Erel et al (2013), Fiorino et al (1996), Uceda et al (2010)).
Assim, e uma vez que &, no entanto, essencial na obtencdo de elevada produtividade, a
maioria dos ensaios realizados, relacionados com a nutricdo mineral da oliveira,

debruga-se sobre o seu efeito na produtividade e ndo na composicao do azeite.

Contrariando esta linha de trabalho e, de acordo com ensaios realizados por alguns
autores como Dag et al (2009) que afirmam poder haver uma relagdo entre o estado
nutricional da oliveira e a composicao do azeite, o objectivo da presente etapa do
ensaio foi verificar se se podera estabelecer uma ligagdao entre a composicao do solo e
as diferencas encontradas na composicdo dos azeites virgens obtidos nos olivais

conduzidos em modo de producgao bioldgico e convencional.

Como ja foi referido anteriormente neste trabalho, a composicao final do azeite virgem
depende de inUmeros factores relacionados com a cultura da oliveira e com a colheita,
armazenamento e tecnologia de extracdao dos frutos. De realcar a influéncia da
cultivar, da data de colheita dos frutos, das caracteristicas pedoclimaticas da regiao,

assim como da fertilizacdo e irrigacdo das arvores.

Para obviar a influéncia destes factores no objectivo do ensaio, as amostras dos solos
foram colhidas na semana 5 (15 de Novembro) e analisadas as composicdes médias
dos azeites virgens extraidos nas semanas 5, 6 e 7 (15, 23 e 29 de Novembro),
correspondentes a maturagcdo média da azeitona. Optou-se pela maturagao média da
azeitona, uma vez que é nesta altura que os frutos atingem o seu conteldo maximo
em azeite e a maior parte dos olivicultores colhe a azeitona para a extrac¢do do azeite.

De acordo com Uceda et al (2008), o teor de compostos fendlicos totais varia ao longo
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da maturagdo segundo uma curva de segundo grau, atingindo o valor maximo na
altura em que termina a lipogénese, ou seja, quando se atingiu o conteido méaximo de
azeite nos frutos. Os olivais analisados situam-se no mesmo concelho, pelo que as
condi¢Bes climdticas sdo idénticas. Em relagdo ao tipo de solos nos dois olivais
verificou-se que, embora ndo sejam idénticos, sdo muito semelhantes, tendo o olival
conduzido em modo de produc¢do convencional sido classificado pelo laboratério C+E
Analitica, S.L., como franco-argilo-arenoso (22,33% argila; 27,20% limo e 50,43% areia)
e o solo conduzido em modo de produgdo bioldgico classificado como franco (21,40%

argila, 29,10% limo e 49,50% areia).

Apds andlise mineral dos solos, aplicou-se o teste de correlacdo de Pearson para
verificar a relacdo entre os minerais analisados e a composicdo em antioxidantes
(compostos fendlicos totais, hidroxitirosol, tirosol, tocoferol a, tocoferol B e tocoferol
y) e os principais acidos gordos (palmitico, oleico e linoleico) dos respectivos azeites

virgens.

Na tabela 32 apresentam-se os valores médios, desvios padrao e resultados da analise
de variancia da composicdo média do solo em funcdo do modo de produgdo
(convencional e bioldgico) e a correlacdo de Pearson entre a composicao do solo e os

constituintes do azeite de maturacdo média (correspondentes as semanas 5, 6 e 7).
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A andlise aos solos conduzidos em modo de producdo convencional e bioldgico
mostrou diferengas estatisticamente significativas na composi¢ao mineral em relagao
a: fésforo (P), sodio (Na), ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), pH e
matéria organica (MO). Os valores foram geralmente superiores para o solo conduzido
em modo de producdo convencional, excepto para os teores em sddio e manganés e
ainda para o valor do pH, que foram mais elevados no solo conduzido em modo de

producdo bioldgico.

A maior parte dos ensaios encontrados na bibliografia analisam apenas a influéncia
dos macronutrientes azoto, fésforo e potassio, aplicados na fertilizacdo dos solos, nas
caracteristicas dos azeites extraidos. Assim, em trabalhos realizados por Gutierrez et al
(1999), os autores observaram um teor superior de acido oleico e inferior de acido
linoleico em azeites virgens provenientes de olivais conduzidos em modo de produgao
biolégico mas, em ensaios conduzidos por Alcubilla et al (2002), Inglese et al (2002) e
Wiesman et al (2002) ndo foi encontrada qualquer relacdo entre a aplicacdo de azoto
(N), fésforo (P) e potassio (K) e a composicdo em acidos gordos do azeite. Estudos mais
recentes, no entanto, voltam a indicar que os macronutrientes podem ter efeito em
alguns compostos do azeite. Em um ensaio de longa duracdo com azoto (N),
Fernandez-Escobar et al (2006) e Ferndndez-Escobar et al (2009) reportaram que uma
fertilizacdo com elevado nivel de N causou uma diminui¢do no conteido de compostos
fendlicos totais. Em outro ensaio Morales-Sillero et al (2007), concluiram que
quantidades crescentes de N, P e K resultavam na diminui¢ao dos compostos fenélicos,
diminuicdo da percentagem de acido oleico e consequente aumento da percentagem
de 4cido linoleico. O mesmo concluiram Dag et al (2209) ao reportar uma diminuicdo
do dacido oleico e compostos fendlicos em resposta a niveis elevados de N e P,
enguanto que para o K, o efeito ndo foi significativo. Todos estes ensaios implicaram a
adicdo de quantidades controladas dos diferentes macronutrientes, o que nao
aconteceu no presente ensaio em que se pretendeu caracterizar o solo dos olivais
estudados, relacionando a sua composicdo com as diferencas encontradas nos
respectivos azeites virgens, com o objectivo ultimo de contribuir para a sua

rastreabilidade geografica.
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Como se pode observar na tabela 32, ndao foram encontradas diferencgas significativas
nos teores de azoto (N) e potassio (K) dos solos nos dois modos de produgdo, pelo que
as diferencas encontradas na composi¢cdo quimica dos respectivos azeites virgens ndo
se correlacionam com estes dois macronutrientes. De acordo com o laboratério C+E
Analitica, S.L., o nivel de azoto (N) nos dois solos foi considerado médio e o nivel de
potassio (K) considerado deficiente, o que afecta o tamanho e as caracteristicas dos
frutos. Curiosamente, em relacdo ao fdsforo (P), observou-se que os resultados
obtidos no presente ensaio foram contrarios aos determinados pelos autores referidos
no paragrafo anterior. De facto, verificou-se uma correlagao positiva do fésforo com o
acido oleico (C18:1) e negativa com o 4acido linoleico (C18:2), o que significa que,
qguanto mais elevado é o nivel de fésforo no solo, mais elevado é o teor de acido oleico
e mais baixo o teor de acido linoleico no azeite. Este resultado pode ser comprovado
pela analise da tabela 29 (pagina 151), onde se verifica que as amostras de azeite
convencional apresentam um teor consideravelmente mais elevado de acido oleico e
inferior de acido linoleico do que as amostras de azeite bioldgico. Tal como Sanchez e
Harwood (2002), Dag et al (2009) justificam a influéncia dos teores de azoto (N),
fésforo (P) e potassio (K) na composicdao em acidos gordos do azeite com o aumento
ou inibicdo da actividade da enzima oleato desaturase durante a biossintese dos
triacilglicerdis. O autor conclui que a existéncia de resultados dispares encontrados em
diferentes trabalhos resultam de diferencas nas cultivares de azeitona estudadas e/ou
diferencas em condi¢des ambientais como tipo de solo e clima, uma vez que o nivel
6ptimo de nutrientes, que influencia tanto a quantidade como a composicao do azeite,

é especifico para cada cultivar.

Em relacdo aos compostos fendlicos, os resultados obtidos neste ensaio acompanham
na generalidade os referidos pelos autores citados anteriormente ou seja, o aumento
do teor de fésforo no solo afecta negativamente o teor de compostos fendlicos no
azeite. No presente ensaio verificou-se uma correlacdo negativa entre o teor de
fosforo (P) e o conteudo do composto fendlico hidroxitirosol (HT). De acordo com os
resultados obtidos, o nivel médio de fésforo (P) das amostras do solo conduzido em
modo de produgdo convencional (108,9 mg/Kg) considera-se mediano, enquanto que

este teor no solo em modo de producdo bioldgico (19,8 mg/Kg) é baixo, podendo,
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eventualmente, a planta encontrar-se em stress nutricional, o que influenciaria o
contetdo em compostos fendlicos do azeite, levando ao observado aumento. De facto,
em um ensaio realizado por Dag et al (2009), os autores referem uma diminuicdo
acentuada no contelido em compostos fendlicos em azeites virgens obtidos da cultivar
Barnea, com o aumento do teor de fosforo (P) aplicado as oliveiras. Para Dag et al
(2009) uma possivel justificacdo seria a activagdo, em situacdes de stress, da enzima
fenilalanina amodnia liase, que catalisa a sintese da grande maioria dos compostos

fendlicos.

As amostras de solo em modo de producdo bioldgico apresentam um nivel muito
elevado em sddio (1,35 meq/ 100g) e o solo em modo de produgdo convencional um
nivel adequado de 0,38 meq/ 100g. Verificou-se que este elemento foi o que mais
afectou as caracteristicas dos azeites extraidos, tanto em relagdo a composi¢cdao em
acidos gordos como em relacdo ao conteddo em antioxidantes. Da andlise da tabela
6.7, pode observar-se uma correlacao do sédio (Na) com quase todos os parametros
analisados no azeite. A correlagdo foi positiva com os principais compostos anti-
oxidantes (hidroxitirosol (HT), tirosol (T) e tocoferol-a (Toc a)) e ainda com os acidos
gordos palmitico (C16:0) e linoleico (C18:2) e negativa com o 4cido oleico (C18:1). De
acordo com Fernandez-Escobar (2008), o excesso de ides de cloro e sddio (Na) em
solucdo no solo pode causar toxicidade nas plantas, pelo que o conteudo excessivo de
sédio (Na) no solo conduzido em modo de producdo bioldgico pode ter provocado
stress ambiental nas oliveiras levando a activacdo de enzimas responsaveis pela
producdo de compostos antioxidantes e influenciado também a actuacdo das enzimas

gue intervém na biossintese dos acidos gordos.

A outra caracteristica do solo que teve uma influéncia tdo acentuada como o sddio na
composicdo das amostras de azeite virgem foi o teor de matéria organica (MO). No
entanto, neste caso, a correlacao foi inversa a verificada para o sédio, observando-se
uma correlagao negativa do teor de matéria organica com os compostos antioxidantes
(HT, T e Toc a) e com os acidos palmitico e linoleico e uma correlagdo positiva com o
acido oleico. Neste ensaio e, de acordo com o laboratério C+E Analitica, S.L, o solo do
olival conduzido em modo de produgao convencional apresentou um teor considerado

elevado de matéria organica (4,74%) e uma relacdo carbono/azoto adequada e o solo
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do olival conduzido em modo de producdo bioldgico apresentou um teor de matéria
organica considerado médio (2,21%) mas uma relagdo carbono/azoto baixa pelo que o
solo se encontra esgotado. De acordo com Bot e Benites (2005), o teor de matéria
organica afecta tanto as propriedades quimicas como fisicas do solo, como por
exemplo a capacidade de retencdo de dgua e a disponibilidade de nutrientes, pelo que
um teor inferior de matéria organica podera potenciar o nivel de stress hidrico e
ambiental das oliveiras, tendo como resultado um aumento do conteddo em
compostos antioxidantes no azeite. Nao foi encontrada na bibliografia, informacao
sobre a relacdo do teor de matéria organica com o mecanismo de sintese de acidos

gordos na azeitona.

Os micro-nutrientes ferro (Fe), zinco (Zn) e manganés (Mn) também influenciaram
consideravelmente a composi¢ao dos azeites virgens. Embora os valores determinados
sejam considerados baixos para ambos os solos (excepto o teor de manganés no solo
do olival bioldgico que apresentou um valor médio), houve diferencas significativas
entre eles, permitindo estabelecer correlagbes com muitos dos constituintes
analisados nos azeites. De facto, os dois solos sdo extremamente deficientes em ferro
e zinco comprometendo tanto as reacdes de respiracao e fotossintese da planta como
a qualidade das azeitonas (Laboratério C+E Analitica, S.L.). O solo convencional
apresentou um teor de ferro de 139,82 mg/Kg e de zinco de 5,56 mg/ Kg e o solo
bioldgico um teor de ferro de 50,30 mg/Kg e de zinco de 1,26 mg/Kg, sendo que os
niveis destes nutrientes sdo considerados adequados a partir de 300 mg/Kg para o
ferro e de 80 mg/Kg para o zinco. A relagdo entre estes dois elementos e a composi¢do
do azeite foi semelhante, observando-se uma correlacdo negativa com os seguintes
compostos antioxidantes: hidroxitirosol (HT), tirosol (T) e tocoferol a (Toc a) e ainda
com o acido gordo linoleico (C18:2) e uma correlacdo positiva com o acido oleico
(C18:1). Em solos calcarios com pH elevado o ferro (Fe) e o zinco (Zn) tornam-se
indisponiveis para a planta pelo que a situacdo se torna ainda mais grave no solo
conduzido em modo de producdo bioldgico, agravando a situacdao de stress das
oliveiras o que poderad justificar o conteddo mais elevado de compostos antioxidantes

nos azeites virgens extraidos de azeitonas produzidas neste olival.
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A influéncia do micronutriente manganés (Mn) nos componentes dos dois azeites
analisados foi inversa a do ferro e zinco. O solo do olival conduzido em modo de
producdo convencional apresentou um teor ligeiramente deficiente neste elemento
(71,36 mg/Kg) e o solo do olival conduzido em modo de produgdo bioldgico, um teor
adequado (132,52 mg/Kg). O intervalo de valores considerados adequados de acordo
com o laboratério C+E Analitica, S.L., situa-se entre 80 e 200 mg/Kg. Assim, ao
contrdrio do que seria de esperar, encontrou-se uma correlagdo positiva entre o
manganés (Mn) e os principais compostos antioxidantes analisados no azeite:
hidroxitirosol (HT), tirosol (T) e tocoferol a (Toc a), o que contribui para o facto de as
amostras de azeite bioldgico analisadas terem um conteddo mais elevado nestes
compostos. Em relagdo a composicao nos acidos gordos selecionados, o teor de
manganés (Mn) influenciou positivamente o teor de acido linoleico e negativamente o
teor de acido oleico. De acordo com Mousavi et al (2011), o manganés (Mn) actua
como factor de activacdo para mais de 35 enzimas pelo que, o facto de, neste ensaio,
haver uma correlagdo positiva entre o teor de manganés e o conteddo em compostos
fendlicos do azeite, pode significar que este micronutriente participa na activacdo de
enzimas responsaveis pela sintese de compostos antioxidantes na azeitona da cultivar
Cordovil de Serpa e também na activacdo ou inibicdo de enzimas intervenientes na
biossintese dos acidos gordos. De acordo com o mesmo autor, solos calcédrios com pH
elevado tendem a ser deficientes em manganés (Mn); no entanto, curiosamente, nos
solos selecionados para este ensaio, verificou-se o oposto, sendo o solo conduzido em
modo de producdo biolégico o que apresentou o valor mais elevado de pH e
simultaneamente o conteddo mais elevado em manganés (Mn). A disponibilidade de
alguns nutrientes é, no entanto, muito afectada pelo pH do solo, considerando-se ser o
pH ideal perto da neutralidade, entre o ligeiramente acido e o ligeiramente alcalino
(6,5 —7,5). Enquanto o azoto (N) e o potassio (K) sdo pouco afectados pela variagdo do
pH do solo, a pH superior a 7,5 o fosforo (P) tende a reagir com o célcio (Ca) e o
magnésio (Mg) formando compostos insoluveis. A grande maioria dos micronutrientes
também se encontra menos disponivel a pH superior a 7,5. Em relagdo ao valor do pH
dos solos estudados, verifica-se que o solo conduzido em modo de produgdo
convencional é ligeiramente alcalino, com um valor de pH de 7,57 e o solo conduzido

em modo de producdo bioldgico, alcalino, com um valor de pH de 8,17. Esta variacdo
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de pH entre os dois solos foi considerada significativamente diferente em termos
estatisticos e influenciou a composicdo das amostras de azeite, havendo uma
correlacdo positiva com o conteido nos compostos antioxidantes hidroxitirosol (HT) e
tocoferol y (Toc y) e ainda com os acidos gordos palmitico (C16:0) e linoleico (C18:2) e
negativa com o 4cido oleico (C18:1). De realcar o facto de o pH do solo ter sido o Unico
valor a influenciar o teor do composto antioxidante tocoferol y nas amostras de azeite
analisadas, o que podera estar relacionado com o acentuar do stress ambiental das
oliveiras perante a indisponibilidade de grande parte dos nutrientes (ja naturalmente
em quantidade deficitaria) no olival conduzido em modo de producdo biolédgico (solo

alcalino).

Outro resultado curioso foi a relacdo célcio/magnésio (Ca/Mg). A maior parte dos
autores consultados avalia normalmente o efeito individual da variagdo de cada
nutriente; no entanto Erel et al (2013) referem que ndo se podem menosprezar as
interacGes entre elementos, pois podem haver fortes correlagdes entre alguns deles.
Assim, embora ndo tenha havido diferencas estatisticamente significativas no teor de
individual de cdlcio (Ca) e magnésio (Mg) para os dois solos (ver tabela 6.7), o valor foi
considerado elevado para ambos os micronutrientes e para ambos os solos (o solo
conduzido em modo de producdo convencional apresentou um teor médio de 20,6
meq/100g de célcio e 3,29 meq/100g de magnésio e o solo conduzido em modo de
producdo bioldgico um conteddo em caélcio de 24,3 meq/100g e em magnésio de 3,19
meq/100g), a relacdo entre eles mostrou uma correlagdo positiva com o contetido em
compostos fendlicos totais (CFT) dos azeites virgens. Apesar de o valor desta relacdo
nos dois solos ndo ter sido significativamente diferente e poder ser considerada
adequada por Medeiros et al (2008) para o solo conduzido em modo de producdo
convencional (6,30) e ligeiramente elevada para o solo conduzido em modo de
producdo bioldgico (8,47) (os autores consideram uma relacdo adequada quando os
valores variam entre 4,1 e 8,1), foi, no entanto, considerada elevada no solo conduzido
em modo de producdo convencional e muito elevada para o solo conduzido em modo
de producdo bioldgico pelo laboratério C+E Analitica, S.L., e foi o Unico valor, entre
todos os analisados nos solos, que apresentou uma correlagdo com o conteido em

compostos fendlicos totais dos azeites (CFT), tendo as amostras de azeite bioldgico
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apresentado um teor superior de CFT. De referir ainda a opinido de Mousavi (2011)
que afirma que um alto teor de magnésio (Mg) como o verificado nos solos em analise,
diminui a disponibilidade de manganés (Mn) e Medeiros (2008) que concluiu que, num
ensaio realizado com milho, a elevada concentragao de cdlcio no solo inibiu a absorg¢ado

de magnésio (Mg) e potassio (K) pelas plantas.

6.4 — CONCLUSOES

Apds o acompanhamento da maturacdo e caracterizacdo quimica de todas as amostras
de azeite virgem extraido de azeitonas da cultivar Cordovil de Serpa, em olivais
conduzidos em modo de producdo biolégico e modo de producdo convencional pode
concluir-se que as azeitonas produzidas em modo de produgdao convencional
apresentaram valores mais baixos nas analises respeitantes a classificagdo geral de um
azeite virgem: percentagem de acidez, indice de perdxidos e indices
espectrofotométricos (K232 e K270). Estes resultados devem-se ao facto de as
azeitonas produzidas em modo de producdo bioldgico terem tido um amadurecimento
mais acelerado, alcangcando um valor muito elevado de indice de maturacdo de Jaen,
no final do ensaio. Além disso, as azeitonas produzidas em modo de producgao
convencional sdo adubadas e tratadas fitosanitariamente, pelo que estdo mais

protegidas da degradacdo.

Em relacdo ao teor de antioxidantes naturais: compostos fendlicos totais, tirosol,
hidroxitirosol e tocoferdis a e y, os azeites bioldgicos apresentaram valores
consideravelmente superiores em relacdo ao azeite convencional. Verificou-se ainda
gue a evolucdo destes compostos durante a maturacdo ndo estara tao relacionada
com a cor dos frutos (medida pelo indice de Jaen), como geralmente se supde, mas sim
com a época de colheita das azeitonas, uma vez que, nas amostras de azeite em
estudo, o valor maximo dos compostos fendlicos totais foi atingido na mesma data
para as azeitonas de ambos os modos de produgdo e, no entanto, apresentavam um
indice de maturagdao diferente. Foi também nesta data que ambos os azeites

apresentaram a mais elevada estabilidade oxidativa, medida pelo rancimat.
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Em relacdo a composicdo em acidos gordos também se observaram diferencas
consideraveis nos azeites obtidos. Assim, as amostras de azeite obtidas em modo de
producdo convencional apresentaram um teor de acido oleico significativamente
superior e um conteudo em acido linoleico bastante inferior em relagdao as amostras

de azeite bioldgico.

Assim, e uma vez que a evolu¢ao da maturagdo das azeitonas em modo de produgdo
bioldgico foi mais acelerada, devera ter-se mais cuidado no controlo da qualidade dos
frutos no olival, para garantir a obtencdo de azeites virgem extra e potenciar a mais

valia qualitativa do elevado conteido em antioxidantes, junto do consumidor.

As referéncias citadas neste ensaio parecem indiciciar que o conhecimento actual
relacionado com o efeito da nutricdo mineral nas caracteristicas e qualidade do azeite
virgem é limitada e inconsistente. As diferentes conclusdes encontradas nos trabalhos
referidos na bibliografia podem ter varias explicacdes. Uma das razdes podem ser as
diferencgas entre modos de producgao, para os quais existem importantes diferencas na
disponibilidade e uniformidade dos nutrientes. Isto é especialmente verdade quando
se comparam olivais de sequeiro ou regadio (Bar-Yosef, 1999). Outro factor
potencialmente complicador é a dependéncia da resposta da oliveira a nutricdo
mineral em aspectos como: tipo de solo (Erel et al, 2013), quantidade de frutos
(Beltran et al, 2004) e clima. No entanto, talvez a razao mais importante para a
divergéncia de resultados encontrados na bibliografia em relacdo a nutricdo mineral
seja o modo como a fertilizacdo é feita e que inclui a composicao do fertilizante, o
método de aplicacdo, calendario de aplicacdo, propriedades fisicas e quimicas do solo,
nivel nutricional da drvore e condi¢gdes ambientais. Em particular a disponibilidade em
agua é indispensdavel na determinacdo da resposta da planta aos minerais (Marschner,
1995). A andlise de todos estes factores é complexa e o objectivo de determinar a
origem de um azeite virgem a partir da analise do solo onde estd implantado o olival
que lhe deu origem parece demasiado otimista uma vez que, para além dos fatores
mencionados como por ex? a resposta da aplicacdo de um determinado nutriente na
composi¢ao do azeite, ainda é preciso considerar as interagdes que existem entre os

varios nutrientes pois, o excesso ou deficiéncia de um deles pode afectar a
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disponibilidade de outro e sendo ainda, este equilibrio entre nutrientes muito

dependente do valor do pH e o teor de matéria organica do solo.

ApOs realizagdo deste ensaio pode, no entanto, concluir-se que, a semelhan¢a dos
resultados referidos na maioria da bibliografia consultada, os azeites virgens oriundos
do olival conduzido em modo de producdo biolégico apresentam para o ano em
estudo e em igualdade de outros factores como caracteristicas edafo-climaticas,
cultivar de azeitona, estado de maturacdo dos frutos e método de extracdo do azeite,
um teor em compostos fendlicos e tocoferdis superior aos azeites virgens obtidos no
olival conduzido em modo de producdo convencional. Este facto pode estar
relacionado com o stress ambiental das oliveiras, em condi¢cdes de deficiéncia de
nutrientes uma vez que, de acordo com a tabela 6.7 se verificou haver uma correlacdo
maioritariamente negativa entre o teor de nutrientes do solo e a composicdo nos
antioxidantes analisados nas diferentes amostras de azeite virgem. Como refere Dag et
al (2009) uma possivel justificacdo seria a activacdo, em situacdes de stress da oliveira,
da enzima fenilalanina amédnia liase, que catalisa a sintese da grande maioria dos

compostos fendlicos.

Em relacdo a composicdo dos azeites virgens nos principais acidos gordos: palmitico
(C16:0), oleico (C18:1) e linoleico (C18:2), conclui-se que também estes compostos sdo
consideravelmente influenciados pela composicdo mineral do solo. No entanto, neste
ensaio obteve-se um resultado contrdrio aos autores consultados, o que pode ser
justificado pelas diferengas nas cultivares de azeitona estudadas e/ou diferencas em
condicGes ambientais como tipo de solo e clima, uma vez que o nivel éptimo de
nutrientes, que influencia tanto a quantidade como a composicao do azeite virgem, é
especifico para cada cultivar. Como levemente sugerido por Erel et al (2013), pode
levantar-se assim a questdo da provavel existéncia de um mecanismo sinergético Unico
na aquisicao de nutrientes por parte das diferentes cultivares que influencie a
actuacdo das enzimas que intervém na biossintese dos acidos gordos. De realgcar que
estes resultados foram obtidos em uma campanha pelo que sera necessario prolongar
0s ensaios por outras campanhas, com outras cultivares e diferentes condicdes edafo-
climaticas e mesmo em relagdo a outos modos de produgao como os actuais olivais

super-intensivos para se poderem validar estes resultados que sugerem que os azeites
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virgens bioldgicos, normalmente obtidos em olivais sujeitos a condigdes de stress

nutricional, terdo um conteldo superior em antioxidantes e inferior em acido oleico.

Concluindo, verificou-se que o modo de produgdo das azeitonas influencia a
guantidade e qualidade dos compostos antioxidantes e o perfil dos acidos gordos
formados durante a maturacdo. De realcar o facto de o conteldo de tocoferol B do
azeite ter sido apenas influenciado pelo teor de boro (B) do solo (correlagao negativa)
e o conteudo em tocoferol y pelo valor de pH (correlacdo positiva). Ainda mais
marcante o facto de o conteddo em compostos fendlicos totais (CFT) ser apenas
influenciado pela relagdo célcio/ magnésio (Ca/ Mg) do solo (correlagdo positiva) e esta
relacdo ndo estar relacionada com mais nenhum composto do azeite. Assim e, uma vez
qgue se mantiveram praticamente constantes todos os outros fatores que determinam
a composicao de um azeite, estes compostos poderdo ser usados futuramente numa
base de dados como marcadores para diferenciar azeites virgens de acordo com o

modo de producdo e origem geografica.
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CAPITULO 7 - CONCLUSAO

O interesse dos consumidores por produtos alimentares de alta qualidade com uma

origem geografica bem definida tem aumentado nos ultimos anos.

A caracteriza¢do dos azeites virgens monovarietais ou elementares europeus esta hoje
bem definida e existe informacdo suficiente sobre os diferentes fatores que
influenciam a sua composi¢cdo quimica e os seus atributos sensoriais. Existem, assim,
explicacOes plausiveis para os valores dos parametros analisados, baseados no clima,
no solo, no estado de maturacao das azeitonas, na tecnologia e condicdes utilizadas na
extracdo do azeite, entre muitos outros. Os olivicultores tém hoje a possibilidade de
escolher as cultivares mais adequadas para uma determinada area geografica, decidir
a data 6tima de colheita das azeitonas e preparar os melhores lotes com diferentes

cultivares para satisfazer clientes particulares.

A informacdo sobre azeites virgens elementares permite também aumentar as bases
de dados de azeites monovarietais e, consequentemente, conseguir uma melhor
caracterizacdo das Denominagdes de Origem Protegida (DOP) e a determinacdo da
origem geografica dos azeites embalados. Estes aspetos, relacionados com a
autenticacdo, protegem os azeites virgens das adulteracdes e de uma rotulagem

inadequada.

O controlo da rotulagem dos azeites virgens, em relacdo a sua origem geografica, é
hoje uma das prioridades, tanto dos produtores como das autoridades nacionais e
europeias de combate a fraude. A ndo existéncia de uma metodologia precisa e rapida
gue permita detetar a origem geografica e a crescente importancia econdmica dos
produtos DOP e IGP, desafiam os investigadores a encontrar novos procedimentos
analiticos que permitam a rastreabilidade dos azeites virgens. Ndo existe um
composto individual na composicdo do azeite que esteja diretamente relacionado com
a sua origem geografica, mas todos eles sdo parcialmente afetados pela area onde

crescem as azeitonas que lhes deram origem.

Da analise dos dois ensaios descritos, pode concluir-se que, de acordo com o referido

ao longo deste trabalho, também nestes casos o teor em antioxidantes e o perfil de
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acidos gordos das amostras analisadas nos fornecem informacdes Uteis para a
rastreabilidade dos azeites virgens elementares alentejanos, mais concretamente para
os azeites extraidos das cultivares Galega vulgar e Cordovil de Serpa, a primeira
presente nas trés DOP de azeite do Alentejo e a segunda nas DOP Azeite de Moura e

Azeite do Alentejo Interior.

Assim, em relagdo a composi¢cao em acidos gordos, verifica-se que é possivel distinguir
0 azeite extraido da cultivar Galega vulgar dos azeites obtidos das outras cultivares
analisadas, e mesmo dos azeites extraidos de cultivares tradicionais de outras regides
do mundo, devido ao seu mais elevado teor em acido palmitico e palmitoleico e menor
teor em 4cido linoleico. Esta composi¢cdo particular manteve-se nos trés ensaios
realizados, independentemente do ano de colheita, do modo de producdo, do estado
de maturacdo e da regido de origem. N3o é, no entanto, possivel utilizar apenas um
destes acidos gordos como marcador na rastreabilidade do azeite, uma vez que
existem cultivares como a Arbequina, de origem espanhola mas atualmente muito
cultivada em Portugal, que também possui um teor de acido palmitico e palmitoleico
semelhante ao da cultivar Galega vulgar; tem, no entanto um contelddo muito mais
elevado em acido linoleico pelo que se devera utilizar também a relagdao entre os
acidos gordos monoinsaturados e os acidos gordos polinsaturados (AGMI/AGPI) como
complemento da rastreabilidade dos azeites virgens. Os azeites extraidos da cultivar
Galega vulgar apresentaram uma relagdo AGMI/AGPI mais elevada que os outros,
sendo esta a principal razdo da sua grande resisténcia a degradacao oxidativa durante
o armazenamento. No que respeita a composicdo em antioxidantes naturais, a cultivar
Galega vulgar apresenta um baixo teor em compostos fendlicos totais; verificou-se no
entanto uma tendéncia para ter um teor mais elevado em tocoferol y quando

comparado com outras cultivares consultadas na bibliografia.

Quando se pretende fazer a rastreabilidade geografica dos azeites virgens
provenientes da cultivar Galega vulgar com base no seu perfil acidico, ou seja, para a
mesma cultivar, tentar determinar a origem do azeite em relagdo a sua composicdo
relativa em acidos gordos, verifica-se que os azeites extraidos da cultivar Galega vulgar
no sul do pais, essencialmente no Baixo Alentejo, concelhos de Beja e Moura, se

separam dos extraidos no norte do pais, nos concelhos de Celorico da Beira e Viseu,
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por possuirem um teor inferior em acido oleico e mais elevado em acido palmitico e
palmitoleico. Assim, de acordo com os resultados obtidos no ensaio realizado, parece
poder concluir-se que, para esta cultivar, a insaturacdo do azeite tende a aumentar
com a latitude, o que sera um parametro importante a ter em conta na base de dados
que futuramente se considerar construir afim de possibilitar a rastreabilidade

geografica dos azeites elementares alentejanos.

Os azeites oriundos da margem esquerda do rio Guadiana gozaram sempre de uma
fama que ja vem de ha muitos séculos, pelo menos desde a romanizacao da Peninsula
Ibérica. Assim, para confirmar esta realidade, restringiu-se a area em andlise ao
Alentejo, diferenciando apenas a origem geografica do azeite entre as duas margens
do rio. Verificou-se que, para os azeites extraidos da cultivar Galega vulgar, nao
existem, para uma drea tdo pequena, diferencas significativas em relacdo a
composicao em dacidos gordos. No entanto, neste ensaio, as amostras de azeite virgem
obtidas na margem esquerda do rio Guadiana apresentaram um conteudo superior em
compostos fendlicos totais, hidroxitirosol e também em clorofila pelo que sdo azeites

um pouco mais amargos e picantes e com uma coloragdo verde mais acentuada.

Em relacdo a composicdo mineral dos solos, verificou-se que alguns elementos
presentes nos solos dos olivais foram também detetados nos azeites virgens obtidos
das oliveiras ai plantadas, embora em concentra¢gGes mais baixas. Concluiu-se que os
azeites virgens obtidos nas freguesias de S. Jodo Baptista e Sto. Agostinho (freguesias
geograficamente proximas) pertencentes ao concelho de Moura, apresentaram uma
composicao elemental muito semelhante, o que serd muito positivo na determinacao
da origem geografica dos azeites. De um modo geral verificou-se também uma relacao
proxima entre a composi¢cdo elemental de alguns solos analisados e a dos respectivos
azeites; a relacao foi particularmente préoxima para a freguesia de S. Brissos no

concelho de Beja.

Em relagao a cultivar Cordovil de Serpa, observa-se que também apresentou uma
consideravel constancia em relacdo ao perfil de acidos gordos. Assim, os azeites
extraidos desta cultivar em Portugal caracterizam-se por conterem um elevado

conteudo em acido oleico e, simultaneamente, baixo em acido linoleico, quando
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comparados com os valores encontrados na bibliografia para outras cultivares, o que
Ihes confere uma boa relagdo AGMI/AGPI. Foi objetivo, para esta cultivar, verificar a
existéncia de diferencas na composicao dos azeites extraidos ao longo da maturacao
com o modo de produgdo (biolégico e convencional), em amostras obtidas na mesma
regido. Concluiu-se que as azeitonas produzidas em modo biolégico amadureceram
mais rapidamente do que as produzidas em modo convencional, o que originou azeites
com indices de qualidade geral inferior. Em relacdo a composicdo em dacidos gordos o
modo de producdo influenciou a composicdo acidica dos azeites, sendo o bioldgico
mais insaturado do que o convencional e também a composicdo em antioxidantes
naturais sendo, neste caso, o azeite bioldégico mais rico em compostos fendlicos totais
e também em tocoferdis a e y, para o ano em estudo e em igualdade de outros
factores como caracteristicas edafo-climaticas, cultivar de azeitona, estado de

maturacdo dos frutos e método de extracdo do azeite.

Este facto pode estar relacionado com o stress ambiental das oliveiras, em condigdes
de deficiéncia de nutrientes uma vez que em situagdes de stress da oliveira, a enzima
fenilalanina amodnia liase é activada, catalisando a sintese da grande maioria dos

compostos fendlicos.

Em termos gerais, tendo em conta todas as analises realizadas nos dois ensaios, como
conclusdo geral do trabalho, pode-se afirmar que ndo se encontrou uma relacdo direta
entre a composicdo em compostos fendlicos totais e o estado de maturacdo das
azeitonas, medido pela cor dos frutos. De facto, o teor maximo destes compostos
parece estar mais relacionado com uma determinada época ou data, uma vez que,
durante os ensaios realizados, azeites extraidos de azeitonas com indices de
maturacdo diferentes, atingiram o contelddo maximo de compostos fendlicos totais na
mesma data. Do mesmo modo ndo se encontrou uma relacdo direta entre a
estabilidade dos azeites, medida pela resisténcia a degradacdo oxidativa, e o conteludo
em compostos fendlicos totais, parecendo haver uma agao sinergética entre diferentes

compostos do azeite.

Finalmente, confirmou-se ser a origem geografica o fator com mais peso na

diferenciacdo da composicdo em acidos gordos de um azeite, pelo que sera esta
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composicdo relativa, um marcador importante na rastreabilidade dos azeites virgens
elementares, uma vez que também pouco se altera durante o armazenamento e
comercializagao apos a extragdao. No entanto, se eliminarmos a influéncia da regiao
(ensaio 2), verifica-se que, nessa circunstancia, o modo de produgdo podera ajudar a
diferenciar azeites extraidos da mesma cultivar, quando se pretender confirmar se o
azeite foi extraido de azeitonas produzidas em modo de producdo bioldgico ou

convencional.

A maior parte das andlises realizadas neste trabalho, em cada um dos ensaios, foram
efetuadas durante uma campanha especifica e em condicGes determinadas, pelo que
serd necessdrio, em futuros trabalhos, repetir os ensaios com outras amostras e em
outras campanhas para se confirmarem os resultados aqui obtidos. A época de
colheita da azeitona é um ponto critico e a composicdo quimica de um azeite pode
variar consideravelmente de ano para ano, uma vez que o efeito da maturacdo no
conteudo em antioxidantes do azeite depende das interacbes com o ano da colheita,

sendo necessario estudar o efeito das alteragdes sazonais em diferentes campanhas.

Uma vez estabelecida esta relagdo, poderda adicionar-se toda a informacao até agora
recolhida numa base de dados obtendo-se, entdo, uma ferramenta de extrema
utilidade na determinacao da origem e caracterizacdo dos azeites virgens elementares

alentejanos.
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