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RESUMO

O azeite é um dos principais componentes da dieta mediterranica. A caracterizacdo de
azeites monovarietais permite identificar a singularidade das caracteristicas de cada cultivar que
Ihe conferem propriedades Unicas e valorizdveis, permitindo acrescentar valor ao azeite. Como
tal, pretendeu-se com este estudo contribuir para o conhecimento da composicdo quimica de
azeites monovarietais provenientes da regido do Alentejo.

Foram selecionadas sete variedades de azeitona Arbequina, Blanqueta, Cobrancosa,
Cordovil, Galega, Picual e Verdeal de Serpa, por serem atualmente as que melhor representam a
area plantada de olival na regido Alentejo, principal regido olivicola de Portugal. As amostras de
azeitona foram recolhidas diretamente das exploracdes agricolas, na época normal de colheita
da campanha de 2017/2018, entre novembro e dezembro. A extra¢io do azeite foi efetuada apds
a colheita através do método Abencor.

As analises realizadas confirmaram a classificacdo das amostras como azeite virgem extra,
obtendo-se valores de acidos gordos livres < 0,8%, valores de indice de perdxidos <20 megO2/kg
e indices espetrofotométricos na regido do ultravioleta < 0,22 (K»70) e 2,50 (K»3,). Relativamente
ao teor de compostos fendlicos totais, estes oscilaram entre 27+3 mg EAG/kg (Arbequina) e 262
mg EAG/kg (Verdeal). A actividade antioxidante variou entre 0,43 * 0,05 mg EAA/kg(Galega) e
0,87 mg EAA/kg (Blanqueta). Os flavondides entre 30+4 mg catequina/kg (Cordovil) e 6217 mg
catequina/kg (Verdeal de Serpa). O K5 relacionado com o atributo amargo variou entre 0,02
(Arbequina) e 0,4540,05 (Verdeal de Serpa). A cor dos diferentes azeites localiza-se na zona dos
verdes com um angulo de Hue proximo de 1782, sendo o azeite da cv. Picual o mais verde e o
azeite da cv. Galega vulgar o menos verde, o mais claro o da cv. Arbequina e o mais escuro o da
cv. Blangueta.

Todos os azeites alcangaram os niveis padrdo para as alegacBes de salde estabelecidos
pela Unido Europeia que prevé 5 mg de hidroxitirosol e seus derivados em 20 g de azeite que
corresponde no minimo a 250 mg de oleocantal e oleaceina por kg de azeite. O valor mais elevado
foi observado nas cvs.Blanqueta, Cobrancosa e Cordovil (1000 mg/kg) e o valor mais reduzido na

cv.Galega vulgar (250 mg/kg).

TERMOS CHAVE: Azeite virgem extra, cultivares, fendis, flavonoides, oleocantal e oleaceina
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ABSTRACT

Olive oil is one of the main components of the Mediterranean diet. The characterization of
monovarietal olive oils allows to identify the uniqueness of the characteristics of each cultivar
that give it unique properties, allowing to add value. As such, it was intended with this study to
contribute to the knowledge of the chemical composition of monovarietal oils from the Alentejo

region.

Seven varieties of olives Arbequina, Blanqueta, Cobrancosa, Cordovil, Galega, Picual and
Verdeal de Serpa were selected because they currently represent the planted area of olive groves
in the Alentejo region, the main olive growing region of Portugal. Olive samples were collected
directly from farms during the normal harvest season of the 2017/2018, season between
November and December. The extraction of olive oil was carried out after harvesting using the

Abencor method.

The analyzes confirmed the classification of the samples as extra virgin olive oil: free fatty
acids values < 0.8%, peroxide index values < 20 meqO,/Kg and spectrophotometric indexes in the
ultraviolet region < 0,22 (Ky70) and 2,50 (K23;). Regarding the total phenolic compounds content,
they ranged from 27 + 3 mg EAG/kg (Arbequina) to 262 mg EAG/kg (Verdeal de Serpa). The
antioxidant activity ranged from 0,43 + 0,05 mg EAA/kg (Galega vulgar) to 0.87 mg EAA / kg
(Blanqueta). Flavonoids content observed was between 30 + 4 mg catechin/kg (Cordovil) and 62
+ 17 mg catechin/kg (Verdeal de Serpa). The Kjss related to the bitter attribute varied between
0,02 (Arbequina) and 0,45 + 0,05 (Verdeal de Serpa). The colour of the different oils is green with
a Hue angle of 1789, being the oil of the cv. Picual the greener and the oil of the cv. Galega vulgar
the less green. The clearer oil was obtained from cv. Arbequina and darkest was obtained from

cv. Blangueta.

All olive oils have reached the standard levels for health claims laid down by the European
Union which provides for 5 mg of hydroxytyrosol and its derivatives in 20 g of olive oil
corresponding to at least 250 mg of oleocantal and oleacein per kg of olive ail, the highest value
of 1000 mg / kg (cvs. Blanqueta, Cobrancosa and Cordovil) and the lowest value of 250 mg/kg in

cv.Galega vulgar.

KEYWORDS: Extra virgin oil, cultivars, phenolics, flavonoids, oleocantal and oeacein
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1 INTRODUCAO

1.1 CARATERIZACAO DO SETOR DO AZEITE

1.11 A NIVEL MUNDIAL E EUROPEU

O mercado mundial de azeite esta limitado pela geografia da sua producdo, circunscrita as
duas faixas do globo situadas entre os paralelos 302 e 452 dos hemisférios norte e sul, atendendo

aos requisitos edafo-climaticos da olivicultura como se representa na Figura 1.1 (Fernandes, s.d.).

A superficie de olival encontra-se distribuida pelos cinco continentes e pelos 47 paises
produtores de azeite ultrapassando os 11 milhdes de hectares. Dado que a oliveira se encontra
presente em ambos os hemisférios existem duas campanhas de colheita de azeitona para a
extracdo de azeite, uma primeira desde os meses de outubro a abril no hemisfério norte e outra

de abril a julho no hemisfério sul (COI,2015).

Figura 1.1 - Distribuicdo mundial do olival

(adaptado de Coosur, 2018)

Atualmente, 95% da superficie olivicola mundial estd concentrada na bacia mediterranica

(COI,2015), regido em que o azeite é obtido ha mais de 6.000 anos (Fernandes, s.d), sendo os
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paises produtores da Unido Europeia (Espanha, Itdlia, Franca, Grécia, Portugal, Chipre, Croacia,
Eslovénia e Malta) responsdveis por 75% da producdo mundial (GPP,2017). Os restantes
principais paises produtores sdo Tunisia (4%), Turquia (7%), Siria (4%), Marrocos (4%) e Argélia

(3%) (Casa do Azeite, 2018).

No mercado mundial das gorduras, vegetais e animais, que representam 184 milhdes de
toneladas, a producdo de azeite corresponde a 1,7% ou seja 3,1 milhdes de toneladas (COI,2015).
No entanto nas gorduras vegetais, o 6leo de palma continua a ser o mais utilizado mundialmente
com 42 milhdes de toneladas, seguido pelo éleo de soja com um consumo mundial superiora 37
milhdes de toneladas. O dleo de colza e o éleo de girassol apresentam uma quota significativa

com 22 e 12 milhGes de toneladas, respetivamente(FAO, 2018).

Tabela 1.1 —Produgdo de azeite no mundo, na Unido Europeia e nos principais paises produtores
entre as campanhas de 2010/11 e 2017/18 (1.000 ton)

%

Campanha 2010/11 2011/12 2012/13 2013/14 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18* Participagdo

2016/17
Mundo 30750 34065 24250 32700 23930 31760 25385 28940 100
Unido Europeia  2209,1 23952 14594 24760 15320 23240 17475 18050 69
Por paises
Espanha 13919 16134 6163 17758 8257 14033 12866 10905
Italia 400 4500 4155 460 3030 4746 1823 3200 7
Grécia 30,0 2950 3579 13,0 3000 3200 1950 3000 8
Tunisia 1200 1800 2200 700 2600 1400 1000  220,0 4
Turquia 1600  191,0 1950 1900 1900 1500 1770  287,0 7
siria 1800 1980 1750 1800 1050 1100 1100 10,0 4
Marrocos 1300 1200 1000 1300 1200 1300 1100 1400 4
Argélia 670 395 660 440 695 80 630 80,0 2
Portugal 629 762 592 916 900 1091 694 188 [ 3]
Argentina 200 320 660 300 50 240 215 37,5 1
Chile 160 21,6 280 150 240 175 19,0 16,5 1
Australia 180 190 90 180 120 200 210 21,0 1
Franca 60 30 50 50 2,0 5,0 5,0 50 0
Chipre 60 60 60 4,0 60 60 60 60 0
Crodcia 5,0 50 4,0 4,0 1,0 60 4,0 50 0
Eslovénia 07 05 02 06 02 05 04 04 0
Malta 00 01 0,0 0,0 00 0
Outros 1505 1563 1019 1200 795 1780 1683 1863 7
(*dados estimados) (adaptado de COI,2018)

Nas ultimas décadas verificou-se uma evolugdo da producdo e do consumo mundial do
azeite devido ndo sé ao crescimento da producdo nos paises produtores como Espanha, Portugal
e paises do Norte de Africa, como também a um aumento do consumo de azeite nos principais
paises ndo produtores como os Estados Unidos, Brasil, Canada, Japdo, Russia e Suica. O crescente

reconhecimento da qualidade do azeite do ponto de vista da nutricdo e da saude também
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influenciou esta evolucgdo tal como a diferenciacdo dos precgos do azeite pela respetiva qualidade

(Avillez, 2016).

A producdo de azeite na Unido Europeia tem crescido significativamente nos ultimos anos,
sendo Espanha o principal pais produtor representando 51% da produ¢do mundial, seguindo-se-
lhe a Italia com 7%, a Grécia com 8% e os paises da margem esquerda do Mediterraneo com 15%

(Tabela 1.1) (COI, 2018).

Na Figura 1.2 destaca-se a Unido Europeia que se tornou autosuficiente, apds a adesdo da
Grécia e posteriormente de Espanha e Portugal, posicionando-se no plano internacional como o

principal produtor, importador e exportador de azeite no mercado mundial (GPP,2007).

. % Produc3o de azeite
; por pais (%)

Consumo de azeite
por pais (%)

Consumo de azeite
per capita |aproxlitros)

Figura 1.2 - Producdo e consumo mundial de azeite (adaptado de Quora, 2018)

O numero de lagares distribuidos pelos cinco continentes é de aproximadamente 12.000,
sendo mais de 80% da extracdo do azeite efetuada através de sistemas de centrifugacdo

(COI1,2015).
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Aos dias de hoje o azeite é consumido em cerca de 160 paises, representando a Unido
Europeia aproximadamente 55% do consumo mundial. Embora em paises que tradicionalmente
ndo eram consumidores, como os Estados Unidos da América, que sofreram um forte acréscimo
nos ultimos anos, pois na ultima década quase duplicaram o seu consumo, atingindo cerca de
306.000 toneladas anuais sendo o terceiro maior consumidor a nivel mundial (Casa do Azeite,

2018).

O maior consumo de azeite per capita verifica-se nos paises produtores, como se observa
na Figura 1.3. Apesar da diminui¢do do consumo de 16,1 Kg relativamente a 2012 continuam a
ser 0s gregos a populagdo que mais consome azeite no mundo com 12,8 kg por pessoa, seguidos
de Espanha com 11,3 kg, ltalia com 10,5 kg e Portugal com 7,2 kg. Seguem-se Chipre (5,5 kg),
Luxemburgo (3,2 kg por compras de supermercados de consumidores de paises vizinhos), Malta
(3 kg), Franca e Croacia (1,7 kg), Irlanda e Bélgica (1,4 kg) e Dinamarca (1,2 kg). No resto da Unido
Europeia, os paises sdo divididos pelos que consomem entre 1 kg e 0,5 kg por ano (por ordem
descendente: Estdénia, Republica Checa, Finldndia, Letdnia, Alemanha, Paises Baixos, Suécia,
Eslovénia, Austria e Reino Unido) e aqueles com menos de 0,4 kg (Roménia, Poldnia, Hungria,

Bulgaria, Eslovaquia e Lituania)(COI,2018).

@ 1,7

FRANGA

Figura 1.3 — Consumo de azeite per capita em 2014 (kg)
(adaptado de Oliveoilmarket, 2018)

Apesar do azeite ser a principal gordura nos paises que praticam a dieta mediterranica,
continua a ser desconhecido em muitos locais do mundo. No entanto, verifica-se uma mudanca

em paises como a Austrdlia, a China, os Estados Unidos e 0 Japdo em que o azeite ja esta a ser
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introduzido na alimentagdo e se incrementa fortemente o seu consumo e producdo. Na ultima
década verificou-se um crescimento médio de 0,6%, que 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 (Casa do Azeite, 2018).

O desenvolvimento de uma estratégia de qualidade para o azeite é um dos aspetos mais
importantes das iniciativas da Unido Europeia, fundamental para o aumento da confianca dos
consumidores e de consolidacdo do consumo dos paises que a integram e nos paises terceiros,
exigindo o envolvimento de todos os agentes ligados ao processo produtivo e de comercializacdo,
desde produtores, lagares, transformadores e operadores comerciais. Todavia, em muitas zonas
da Unido Europeia, a olivicultura contribui positivamente para a manutencao do seu valor natural
e paisagistico através de programas de desenvolvimento rural e regimes agro-ambientais (CE,

2012).

O Conselho Oleicola Internacional (COl), fundado em 1959, é a Unica organizacdo mundial
intergovernamental sob a tutela das Nacdes Unidas com o intuito de promover o consumo de
azeite e regular a negociacdo de acordos de comércio internacional reunindo as partes
interessadas na producdo e consumo de azeite e azeitonas de mesa. A sua contribuicdo é decisiva
no desenvolvimento sustentavel da cultura do olival servindo como forum mundial para discussdo

de questdes de formulagdo de politicas e abordar desafios presentes e futuros (COI, 2018).

1.1.2 A NIVEL NACIONAL

Em Portugal o olival € uma cultura com grandes tradi¢Bes e importancia determinante em
vastas areas do Continente. Tem associado a sua presenca multiplas funcdes e valias, que podem
contribuir de forma importante para as regiées e populacdes onde se encontra (GPP,2007). A
olivicultura nacional passou por diferentes etapas durante o periodo compreendido entre 1950
e 1988, em que a tendéncia era substituir a cultura da oliveira por outro tipo de cultura, o que
originou um envelhecimento dos olivais com elevados custos de produgdo, provocando uma
grave crise do sector oleicola. Esta situacdo reflete-se apds o acentuado decréscimo verificado a
partir da década de 60 até finais da década de 80, em que as producdes da ordem das 90.000
toneladas de azeite atingiram valores médios de cerca de 35.000 toneladas (Casa do Azeite,

2018). A partir de 1986, com a entrada do pais na Unido Europeia, iniciou-se a modernizacdo do
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sector, protegendo-se o olival e incentivando o aumento de novas superficies, melhoria das
tecnologias de producdo, plantagdo de novos olivais intensivos e superintensivo, assim como um
aumento da capacidade de transformacdo dos lagares (COl, 2017). Estas praticas efetuadas no
decurso dos varios quadros comunitdarios de apoio, mantiveram-se relativamente pouco
importantes, mesmo apds o programa especial de 30 000 ha de novo olival autorizado a partir de
1998, invertendo-se esta situacdo em 2005 e 2006, com acréscimos significativos das areas

plantadas (GPP,2007).

O sector do azeite tem sido considerado estratégico no contexto do Programa de
Desenvolvimento Rural Nacional pelo que se tem assistido nos Ultimos anos a uma recuperagao
da producdo (GPP,2007). O olival é considerado uma atividade agricola importante para Portugal,
representando atualmente 95,5 milhGes de euros, com um peso de 1,36% do valor da producdo
agricola. O sector oleicola integra uma indUstria de 1413 empregados (1,6% do total da indUstria
agroalimentar) e dispde de mais de 495 lagares, 12 refinarias de azeite e 17 extratoras de éleo
de bagaco de azeitona segundo as recentes informagbes de mercado do Conselho Oleicola

Internacional (COI, 2017).

A vocacdo predominante do setor portugués olivicola é a producdo de azeite, com cerca
de 96% da producdo total, apenas 4% sdo destinadas a azeitona de mesa. O solo e o clima
resultam nas condi¢cdes adequadas a esta cultura e a significativa diversidade de cultivares
fornecem uma base para a producdo de azeite de excelente qualidade (Rebelo & Caldas, 2012).
Estdo reconhecidos como Denominagdo de Origem Protegida pela Unido Europeia seis azeites
nacionais como se pode observar na Figura 1.4: Azeite de Moura, Azeite de Tras-os-Montes,
Azeites do Norte Alentejano, Azeites da Beira Interior, Azeites do Ribatejo e Azeite do Alentejo

Interior (GPP,2017).
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Figura 1.4 - Denominacdes de Origem Protegida do azeite em Portugal

(adaptado de AFGalimentar, 2018)

O olival nacional ocupa uma area global de 344 000 hectares, dos quais, mais de 6%,
correspondem a olivais intensivos e super-intensivos, sendo a regido do Alentejo preponderante,
com 79% da producdo nacional obtida, por via da recente instalacdo de novos empreendimentos
hidroagricolas. Para os préximos trés anos estima-se um crescimento médio da producdo da
ordem dos 20% (GPP,2017). Segundo informacgdes do COI, as principais cultivares sdo a Galega
vulgar, que é a mais importante de Portugal, e a Cobrancosa, que apesar de autéctone da regido
de Tras-os Montes encontra-se difundida por todo o pais. Também se destacam a Cordovil, a
Verdeal de Serpa e a Madural. A partir da campanha de 2003/04, com as novas plantacGes de
olival na regido do Alentejo, verificou-se uma ocupacdo de cerca de 40% da superficie com
cultivares como a Arbequina, Arbosana, Picual provenientes de Espanha e a Koroneiki

proveniente da Grécia (COI, 2017).

A caréncia de dgua na regido Alentejo tem sido uma das principais condicionantes ao seu
desenvolvimento, impeditiva de uma modernizacdo da agricultura e da sustentabilidade.
Contudo, nos perimetros de rega da barragem do Alqueva, a cultura do olival é a mais importante,
ocupando em 2017 cerca de 41.000 hectares, que correspondem a 57% da drea inscrita
beneficiada por este empreendimento. O potencial de crescimento da cultura mantém-se estavel
e prevé-se que o consumo mundial continue a aumentar na mesma propor¢do dos anos
anteriores (EDIA, 2017). Na transformacdo, procedeu-se a concentracdo, modernizacdo e
adaptacdo tecnoldgica dos lagares, correspondendo as exigéncias da regulamentagdo
comunitdria em matéria de higiene e condi¢des ambientais, tendo-se, desde meados da década

de 90, passado de cerca de 1000 lagares para pouco mais de 600. Os lagares encontram-se
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espalhados e relativamente bem localizados nas regiGes de producdo, fator que contribui

favoravelmente para a obtencdo de produtos de qualidade (GPP, 2007).

A Figura 1.5 demonstra a variacdo inter-anual da producdo de azeite, justificada

fundamentalmente pelos fendmenos de alternancia de producdo de azeitona.
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Pelos dados recolhidos pelo COI é possivel verificar que na uUltima década 2005-2015 a
producdo média de azeite em Portugal foi 57.970 toneladas, alcangando a maior producdo na
campanha de 2015/16 com 109.125 toneladas, das quais 78% correspondeu a azeite virgem extra
(85.285t), 17% a azeite virgem (19.095 t) e 4% a azeite lampante (4.745 t) (COI, 2017). As novas
plantacBes realizadas nos Ultimos cinco anos conduzem o pais a atingir uma producdo estavel

superior as 100 mil toneladas (CONFAGRI, 2018).

Os precos a producdo reflectem as oscilacdes da producdo mundial/comunitéria associada
as condicBes climaticas e ao fendmeno de alternancia da producdo Os anos com défice de
producdo, em que a oferta é reduzida face a procura, geram precos a producdo mais elevados

em relacdo a anos normais ou de excesso de produgdo (GPP, 2007).

O sector de transformacao caracteriza-se por unidades de extracdo de azeite distribuidas
por todo o pais (Figura 1.6), que funcionam na sua maioria em regime industrial (67%),
cooperativo (26%) e particular (6%), extraindo respetivamente 61%, 35% e 3% do azeite
produzido (GPP, 2007). O Alentejo é a principal regido do territdrio nacional que contribui com
cerca de 78% do volume de azeite extraido na Ultima campanha, com 49 lagares dos 137 que

laboraram na campanha de 2017/2018 (GPP, 2007).

Algarve 1%
Centro 4%
LT 5%
Norte 11%
Alentejo 78%

Portugal

0 20 40 60 80 100 120
1000 ton

Figura 1.6 - Azeite extraido em Portugal por regido (campanha 2017/18) (GPP, 2018)

Em Portugal verifica-se uma nitida recuperacdo no consumo de azeite por pessoa,

comparativamente ao inicio da década de 90, com 2,6 kg. Este aumento de consumo ndo serd
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seguramente alheio ao reconhecimento do azeite como produto natural, sauddvel e com
inumeros beneficios para a salide humana (Casa do Azeite, 2018). O indice de consumo per capita
nacional é bastante pequeno, como se observa na Tabela 1.2, quando comparado com outros
paises produtores membros da Unido Europeia e longe dos 10,5 kg de consumo relatados

durante a década de 60 (Rebelo & Caldas, 2012).

Tabela 1.2 — Evolugdo do consumo de azeite per capita entre 2005 e 2015

Rubrica Unidade 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015*
Produgdo o, 33 4 35 S50 61 63 74 63 8 67 99
Consumo wamss 65 69 71 77 81 8 78 78 79 77 78
Consumo per capita r::t‘:;:e 6 7 7 7 8 8 7 7 8 7 8

por ano
Grau de auto- )
aprovisionamento * 503 633 493 649 753 768 949 808 1076 870 1269

Fonte: GPP, 2017

Portugal, nas décadas de 50 e 60 apresentou niveis de auto-aprovisionamento acima dos
100 %. Desde esse periodo até aos dias de hoje, esta capacidade diminuiu e a producdo nacional
de azeite apenas satisfaz cerca de 50 a 60% das necessidades de consumo, sendo os restantes 40

a 50 % assegurados pela importacdo a paises comunitarios, principalmente Espanha (INE, 2018).

Desde 2006 as exportacdes cresceram a uma taxa média anual de 20%. Atualmente,
Portugal também exporta uma parte da producdo nacional, como se pode verificar durante a
campanha de 2015/16, em que as exportacdes aumentaram 8% em relacdo a campanha anterior
alcangando um volume total de 137.145,1 toneladas das quais 69% cotrrespondem a vendas
intracomunitdrias cujo destino, como ilustra a Figura 1.7, sdo principalmente Espanha, Itdlia e
Franca. O destino principal das exportacGes extra-comunitarias é o Brasil com 24% do total
exportado seguido de Angola com 3%. (COI, 2018). O aumento da procura pelos mercados
americano e africano é um estimulo para o crescimento do sector do azeite portugués, uma vez

que proporciona uma alternativa ao mercado da Unido Europeia (Rebelo & Caldas, 2012).
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Figura 1.7 — Principais destinos das exportacSes de azeite em Portugal (2015/16) (COl, 2017)

No setor agroalimentar este produto representou em 2015 cerca de 6,8% das exportacdes,
evolugdo muito positiva do indice de orientacdo exportadora, com valores superiores aos 200%

nos ultimos anos, revelador de um desempenho notavel desta industria (GPP,2017).

Durante 2017 as cotacOes do azeite virgem extra embalado variaram entre 4,23 €/litro e
4,80 €/litro e as de azeite virgem entre 4,00 €/litro e 4,70 €/litro (SIMA, 2018). De acordo com o
Pool.red (2018), de outubro a novembro de 2018, o kg de azeite virgem extra oscilou entre 2,48

€e3,15€e0azeitevirgem 2,30€e 2,30 € .

Ao nivel do processamento, o setor cooperativo tem um peso significativo, mas
decrescente, tendo contribuido a entrada de grupos econdmicos de propriedade privada de
investidores em todos os setores da fileira, desde a producdo a comercializacdo. Para melhorar o
desempenho do mercado das cooperativas de azeite sdo necessarios grandes esforcos para
posicionar os seus produtos no mercado com a sua prépria marca e poder competir, através de
estratégias apropriadas no mercado de qualidade, incluindo a internacionalizacdo. A estratégia
seguida na uUltima década pelas maiores empresas do sector envolve unidades maiores através
de fusdes e aquisi¢cBes, cooperativas secundarias, aliangas e outras formas de associacao,
investimentos em instalagcdes e equipamentos de modernizacdo, embalagens, | & D e inovacao.

(Rebelo & Caldas, 2012).
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1.2 AAZEITONA

1.2.1  COMPOSIGAO DA AZEITONA E SUA FORMAGAO

O fruto da oliveira, a azeitona, é uma drupa cujo tamanho é varidvel dependendo
essencialmente, entre outros fatores, da variedade, das condicGes edafo-climaticas e das praticas
de cultivo. Na azeitona podem distinguir-se trés tecidos principais (Figura 1.8). O epicarpo,
representa entre 2 e 2,5% do peso do fruto, é o tecido superficial que tem como fungdo o seu
revestimento. O mesocarpo, representa entre 70 e 80% do peso do fruto, é a polpa ou parte
carnosa da azeitona. O endocarpo ou carogo, representa entre 15 e 23 % do peso do fruto, em
cujo interior se encontra a semente com o embrido. Ao conjunto destes trés tecidos denomina-

se pericarpo (Beltran et al., 2004).

picarpo (pele)

' semente
mesocarpo (polpa)
encocarpd (Carego) ragicula
(a) (o)

Figura 1.8- Esquema da seccdo da azeitona (a) e do carogo (b) (adaptado de Garcia, 2018)

A composicdo global do fruto é aproximadamente 50,0% em agua, 22,0% de azeite, 19,1%
em acglcares, 5,8% em celulose, 1,6% em proteinas e 1,5% em cinzas (Kiritsakis, 1992). Os
componentes maioritarios da polpa e da semente sdo a dgua e o azeite. A dgua representa 50-
60% do peso da polpa, 30% da semente e 9% do caroco. O azeite representa 20-30% da polpa,
27% da semente e 1% do carogo. Outros componentes quantitativamente importantes na
composicdo da polpa sdo os agUcares redutores que podem alcancgar 3 a 4%, destacando-se a
glucose, a frutose e a sacarose. Os polissacaridos podem alcancar 4% entre eles a celulose, a
lenhina e a hemicelulose. Nas proteinas o aminoacido mais importante que as constitui é a
arginina. Outros componentes minoritdrios da polpa, representam 1 a 3%, sdo compostos

fendlicos. (Kiritsakis,1992).
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O peso da azeitona pode variar entre 0,5 e 20 gr no estado final da maturacdo. Durante a
maturacdo a azeitona altera a sua cor, em que inicialmente é verde, tornando-se amarelada e,
em seguida, assume uma cor roxa caracteristica, particularmente intensa quando madura. O
processo de maturacdo ocorre durante um periodo de tempo que varia de acordo com as

cultivares e as condigBes climaticas (Bassi, 2014).

O crescimento da azeitona apresenta uma curva sigmoidal, demorando aproximadamente
200 dias. Apds a fecundagdo ocorre um rapido processo de divisdao celular, visivel apenas 10 a 15
dias depois. Durante esta primeira fase (fase |) termina a divisdo celular da maior parte dos
tecidos presentes na azeitona. O endocarpo (carogo) é o tecido que apresenta maior
desenvolvimento, podendo alcancar até 80% do volume do fruto. O processo decorre até Julho
com a esclerificacdo e endurecimento do endocarpo. A drea do endocarpo ndo apresenta
diferencas significativas relativamente a drvores em regadio, observando-se um atraso no seu

crescimento (Rapoport et al., 2004).

Durante a fase Il o crescimento do fruto € mais lento, até o embrido e o endocarpo
alcancarem o seu tamanho final, terminando com o endurecimento do carogo. Durante a fase ll|
da-se um crescimento rdpido do fruto devido ao aumento das células do mesocarpo, que
determina o tamanho final do fruto. Durante esta fase comeca a biossintese do azeite e a sua
acumulacdo nas células parenguimatosas da polpa (lipogénese). A disponibilidade de dgua nesta
fase determina o tamanho final do fruto e o seu conteldo em azeite, dando lugar em condicdes
de ‘stress hidrico’ a frutos mais pequenos e contelddos mais baixos em azeite. Esta fase termina
no inicio do Outono quando os frutos sofrem as primeiras mudancas de cor. Neste momento a
semente alcanca um alto poder de germinacdo, que posteriormente se reduz quando os frutos

apresentam cor negra (Rapoport et al., 2004).

A acumulacdo de azeite ou lipogénese inicia-se apds o endurecimento do caroco,
coincidindo com o crescimento do fruto (Lavee, 1996). A quantidade de azeite presente na polpa
depende de multiplos fatores, entre os quais cabe destacar a variedade, o estado de maturacdo

do fruto, as condigBes climaticas e o regime de cultura (sequeiro ou regadio) (Ortega et al.,2004).

Apds a fase lll, o crescimento do fruto e a acumulacdo de azeite reduzem-se de forma
notavel levando-se a cabo os processos finais de maturacdo. Uma vez que a polpa alcanca o

tamanho definitivo, o fruto pode apresentar oscilagdes no seu peso como consequéncia das

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 14



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

flutuacBes da humidade devidas as condi¢des ambientais (pluviometria e regime de geadas)

(Ruiz, 1999; Beltran et al., 2004).

1.2.2.VARIEDADES DA AZEITONA

Atualmente os olivais tradicionais ddo lugar a novas plantacGes com variedades que
apresentam melhores caracteristicas para a producdo de azeite. No entanto, o risco de
desaparecimento dos recursos genéticos selecionados pelo homem é menor do que noutras
espécies. A presenca de olivais tradicionais e a longevidade da espécie garantem a médio prazo
a diversidade genética (COI, 2000). Existem muitas variedades de azeitona, tanto para o consumo
em verde como para a producdo de azeite, sendo que descreveu 22 variedades de oliveira
cultivadas em Portugal, importantes pelo seu valor ou drea de cultivo e algumas de origem
espanhola (Leitdo et al., 1986; Inés, 2015). Neste trabalho optou-se por abranger as mais
representativas nas plantaces atuais na regido do Alentejo, incluindo variedades de origem

nacional e espanhola, que sdo caracterizadas de uma forma breve.

Variedades de origem portuguesa

A Blanqueta de Elvas, sinonimias ‘Blanqueta’ e ‘Branquita’, é cultivada principalmente no
Alentejo e, tem alguma representatividade, no Ribatejo. Arvore de porte erguido, de vigor
reduzido e densidade média, comeca a frutificar cedo e com regularidade, mas exige solo fértil.
Apresenta maturacdo ndo simultdnea. Os frutos tém peso médio, forma esférica e simétrica. Os
endocarpos sdo ovoides com o apice arredondado e a base pontiaguda. A entrada em producdo
é precoce, a produtividade é elevada e constante. A época de maturacdo é média e a forca de
retencdo é relativamente elevada, o que dificulta a mecanizacdo da colheita. Resistente ao olho
de pavao (Spilocea oleaginae (Castagne)) e tuberculose (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
(Smith) Gardan, Bollet, Abu Ghorrah & Grimont.), ndo é muito sensivel aos ataques de mosca-da-
azeitona (Bactrocera (=Dacus) oleae (Gmelin)) . E uma cultivar de dupla aptiddo, ou seja, é
utilizada para azeite e conserva tanto em verde como em negro. O rendimento em azeite é alto,
entre 22 a 24%, rico em &cido linoleico (Leitdo et al., 1986; COI, 2000; Inés, 2015). Esta variedade
estd incluida na DOP Azeites do Norte Alentejano (DGADR, 2018).

A Cobrancosa, sinonimias ‘Quebrangosa’ e ‘Salgueira’, é uma variedade transmontana,

bastante regular e produtiva, cultivada nas principais regides olivicolas nacionais. A arvore
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apresenta vigor vegetativo médio, arborescéncia média e porte aberto. Os frutos tém peso médio
de aproximadamente 4 g, forma alargada e assimétrica. Os endocarpos sdo elipticos com o apice
e a base pontiagudos. E uma cultivar com entrada em producdo média, muito produtiva e regular.
A época de maturacdo é média e apresenta baixa resisténcia ao desprendimento o que facilita a
colheita por vibracdo. A suscetibilidade a gafa (Colletotrichum spp.) é baixa e média para a
tuberculose (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Smith) Gardan, Bollet, Abu Ghorrah &
Grimont.) , o olho de pavdo (Spilocea oleaginae (Castagne)) e mosca-da-azeitona (Bactrocera
(=Dacus) oleae (Gmelin)). E uma cultivar de dupla aptiddo, ou seja, é utilizada para azeite e
conserva em verde. Apresenta rendimento médio em azeite, entre 18 a 22%, de mediana riqueza
em acido linoleico (Leitdo et al., 1986; COIl, 2000; Inés, 2015) Esta variedade esta incluida nas DOP
Azeites de Tras-os-Montes, Azeites de Beira Alta, Azeites do Norte Alentejano e Azeites do

Alentejo Interior (DGADR, 2018).

A Cordovil de Serpa, sinonimia ‘Cordovil de Moura’, é cultivada essencialmente no Alentejo.
A drvore apresenta vigor vegetativo baixo a médio, arborescéncia média a densa e porte aberto.
Os frutos tém peso médio, forma ovdide e ligeiramente simétrica. Os endocarpos sdo elipticos
com o &pice arredondado e a base pontiaguda. E uma cultivar com entrada em producdo precoce,
muito produtiva, porém alternante. A época de maturacdo é média. E muito suscetivel a
tuberculose (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Smith) Gardan, Bollet, AbuGhorrah &
Grimont) e resistente a mosca-da-azeitona (Bactrocera (=Dacus) oleae (Gmelin)). A separacdo da
polpa do caroco é facil. E uma cultivar de dupla aptiddo, utilizada para azeite e conserva em verde.
O rendimento em azeite € médio entre 18 a 22%. (Leitdo et al., 1986; Guerrero, 1997; COI, 2000;
Barranco, 2004; Inés, 2015). O azeite € muito apreciado pelo elevado conteddo em acido oleico
e simultaneamente, baixo em &cido linoleico, o que Ihe confere uma boa relacdo AGMI/AGPI
(COI,2000; Baer, 2015). Esta variedade esta incluida na DOP Azeite do Alentejo Interior e DOP
Azeite de Moura. (DGADR, 2018).

A Galega vulgar, sinonimia ‘Galega’, ‘Galega miuda’, ‘Molar’, ‘Negrucha’ e ‘Coimbreira’, é
cultivada em todas as regides olivicola nacionais. A arvore apresenta vigor vegetativo médio,
arborescéncia densa e porte erguido. E considerada uma variedade produtiva, porém muito
alternante. E apreciada pela sua tolerancia a secura. E sensivel ao frio, a salinidade e ao calcario.
Tem média aptiddo ao enraizamento e é considerada um bom porta—enxerto para outras
variedades (Leitdo et al., 1986; COI,2000; Barranco 2004). A época de maturacdo é muito

tempord e escalonada. Os frutos tém peso baixo, inferior a 2 g, apresentam forma ovdide e

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 16



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

ligeiramente assimétrica, tém baixo teor em azeite e elevada resisténcia ao desprendimento, o
que dificulta a colheita mecanica. Os endocarpos sdo elipticos com o dpice e a base pontiagudos.
Arusticidade da ‘Galega vulgar’ é uma das caracteristicas responsaveis pela sua grande expansdo
territorial. E uma cultivar de dupla aptiddo, ou seja, é utilizada para azeite e conserva em negro.
O rendimento em azeite é baixo, inferior a 18% (Leitdo et al., 1986; Guerrero, 1997; COIl, 2000;
Barranco, 2004; Inés, 2015). O azeite apresenta um elevado teor em &cido palmitico e
palmitoleico e menor teor em é&cido linoleico, tal como uma relagdo AGMI/AGPI mais elevada,
sendo esta a principal razdo da sua grande resisténcia a degradacdo oxidativa durante o
armazenamento. No que respeita a composicdo em antioxidantes naturais apresenta um baixo
teor em compostos fendlicos totais, verificando-se a tendéncia para ter um teor mais elevado em
tocoferol (Baer, 2015). Esta variedade apresenta baixas taxas de enraizamento pelo método
convencional (estaca semi-lenhosa). Resistente a verticilose do olival (Verticillium dahliae Kleb.)
mas susceptivel a tuberculose (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Smith) Gardan, Bollet,
Abu Ghorrah & Grimont.) , a mosca-da-azeitona ((Bactrocera (=Dacus) oleae (Gmelin)), a traca-
da-oliveira (Prays oleae (Bern.)), a gafa (Colletotrichum spp.), a cochonilha-negra (Saissetia oleae
(Bern.)) e a fumagina (Leitdo et al., 1986; Guerrero, 1997; Barranco, 2004; COIl, 2000; Inés, 2015).
Esta variedade esta incluida na DOP Azeite da Beira Alta, DOP Azeite da Beira Baixa, DOP azeite
do Ribatejo, DOP Azeite do Alentejo Interior, DOP Azeite do Norte Alentejano e DOP Azeite de
Moura (DGADR, 2018).

A Verdeal de Serpa, sinonimia ‘Verdeal Alentejana’ e ‘Verdial de Huevar’ em Espanha, é
cultivada essencialmente no Alentejo. A drvore apresenta vigor vegetativo médio, arborescéncia
densa e porte erguido. Os frutos tém peso elevado, forma ovdide e ligeiramente assimétrica, com
lenticelas abundantes e pequenas. Os endocarpos sdo ovoides com o apice arredondado e a base
pontiaguda. E uma cultivar com entrada em producio tardia, produtividade baixa e alternante. A
época de maturacdo é muito tardia, tanto que o seu fruto ndo atinje a cor negra, dai a
denominacdo Verdeal. A sua resisténcia ao desprendimento é muito elevada o que dificulta a
colheita mecanica. E pouco suscetivel & tuberculose (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
(Smith) Gardan, Bollet, Abu Ghorrah & Grimont.), a mosca-da-azeitona (Bactrocera (=Dacus)
oleae (Gmelin)),, ao olho de pavdo (Spilocea oleaginae (Castagne)) e verticilose do olival
(Verticillium dahliae Kleb.). E uma cultivar de dupla aptid3o, ou seja, é utilizada para azeite ,
conserva em verde do tipo conserva artesanal britada e para conserva em negro por oxidagao,

devido a textura firme da polpa. O rendimento em azeite é alto, superior a 22% (Leitdo et al.,
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1986; COIl, 2000; Inés, 2015). Esta variedade estd incluida na DOP Azeite de Moura (DGADR,
2018).

Variedades de origem espanhola

A Arbequina, sinonimia ‘Arbequi’, ‘Arbequin’, ‘Blancal’, oriunda da Catalunha, é uma das
principais variedades de oliveira cultivadas em Espanha (Rallo, 2002) e em Portugal é cultivada
essencialmente no Alentejo e Ribatejo. E resistente ao frio e suscetivel & clorose férrica em
terrenos muito calcarios (Guillén & Lopez-Villalta, 1992; Barranco, 2004). Esta variedade é muito
suscetivel as condig¢Bes de cultura em regime de sequeiro (Ortega et al., 2004). Apresenta baixo
vigor vegetativo e arborescéncia média. O seu porte arbustivo permite maiores densidades de
plantacdo, sendo utilizada em sistemas de plantacdo intensivo e superintensivo. Os frutos tém
peso baixo, forma esférica e ligeiramente simétrica. O tamanho reduzido dos frutos dificulta a
sua colheita mecanica pelo que dificultam a transmissdo da vibracdo durante a colheita mecanica.
Os endocarpos sdo ovoéides com o dpice e a base arredondados. A entrada em producdo é muito
precoce, muito produtiva e regular. A época de maturacdo é média, escalonada ndo alcancando
a pigmentacdo completa do fruto (Hermoso et al., 1997; Humanes et al., 1992). E pouco suscetivel
a gafa (Colletotrichum spp.), enquanto apresenta suscetibilidade média ao olho de pavdo
(Spilocea oleaginae (Castagne)) e sensivel a mosca-da-azeitona (Bactrocera (=Dacus) oleae
(Gmelin)) e verticilose do olival (Verticillium dahliae Kleb.). E uma cultivar utilizada para azeite
com rendimento alto, superior a 22%, e qualidade excelente pelas suas caracteristicas
organoléticas, muito frutado. Caracteriza-se pela sua fluidez e aroma ligeiramente amargo e um
picante quase impercetivel (Mansouri et al.,2014), no entanto apresenta baixa estabilidade
(Barranco et al., 1994; Guerrero, 1997; COI, 2000; Barranco, 2004, Rosa et al., 2006), pelo seu
baixo teor em antioxidantes e acido oleico e teores elevados de acidos gordos poli-insaturados
como o acido linoleico e palmitico (Rondanini et al., 2011). O azeite apresenta uma elevada
percentagem de adcido palmitico (16,42 %) e acidos gordos saturados (19,02 %AGS) e uma baixa
percentagem de acidos gordos monoinsaturados (67,89 % AGMI) e baixo contelido em 4cido
oleico (65,67 %) e elevada percentagem em acido linoleico (12,54 %). Um baixo nivel de
antioxidantes (286,51 mg/kg), o que se traduz numa baixa estabilidade oxidativa (53,78 h)
(Mansouri, 2014).

A Picual, sinonimia ‘Andaluza’, ‘Blanco’, ‘Fina’, ‘Jabata’, ‘Nevadillo’, ‘Picua’, ’Salgar’,

‘Temprana’, é a variedade mais importante de Espanha dominando as provincias de Jaén,
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Cordoba e Granada, sendo a base das novas plantagdes. Em Portugal é cultivada essencialmente
no Alentejo e Ribatejo. A drvore apresenta vigor vegetativo médio, arborescéncia densa e porte
aberto. Os frutos tém peso médio, forma ovdide e assimétrica, de cor avermelhada na viragem e
negro na maturacdo. Os endocarpos sao elipticos com o apice pontiagudo e a base arredondada.
E uma cultivar com entrada em producdo precoce, muito produtiva e regular. A época de
maturacdo é média. E uma cultivar utilizada para azeite com rendimento superior a 22%. Produz
um azeite muito estavel, (Barranco et al., 1994). Elevados teores em acido oleico (Rondanini et
al., 2011). A variedade Picual é a principal cultivar espanhola, de elevada produtividade e com
fraca difusdo em Portugal (Leitdo et al., 1986), sendo muito apreciada pela rapida entrada em
producdo, elevada produtividade e facilidade de cultivo. Produz azeite de qualidade média, mas
de grande estabilidade e com elevado conteldo em acido oleico (78,93%) (Guillén & Lépez
Villalta, 1992; Guerrero, 1997; Herrera et al, 1999; Barranco, 2004; Rondanini et al., 2011), e baixo
em &cido linoleico (Leitdo et al., 1986). E tolerante a tuberculose (Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi (Smith) Gardan, Bollet, Abu Ghorrah & Grimont) (Leitdo et al., 1986; Guerrero, 1997;
Herrera et al., 1999; Barranco, 2004), mas muito suscetivel ao algoddo-da-oliveira (Euphyllura
olivina (Costa.)) e verticilose do olival (Verticillium dahliae Kleb.) (Barranco et al.,1994; Herrera et
al, 1999; Barranco, 2004). Segundo Leitdo et al. (1986) e Guerrero (1997) é suscetivel a mosca-
da-azeitona (Bactrocera (=Dacus) oleae (Gmelin)), ao olho de pavdo (Spilocea oleaginae
(Castagne)), cochonilha negra (Saissetia oleae (Bern.)) e traca-da-oliveira ((Prays oleae (Bern.)).
Os frutos apresentam baixa resisténcia ao desprendimento, mas queda reduzida o que a torna
apropriada a colheita por vibracdo (Leitdo et al., 1986; Guillén & Lépez-Villalta, 1992; Guerrero,

1997). O fruto normalmente ndo é utilizado para conserva (Leitdo et al., 1986).

1.3 OBTENCAO DE AZEITE VIRGEM

O processo de obtencdo de azeite virgem abrange um conjunto de opera¢des mecanicas
e/ou fisicas que sob determinadas condicdes permite a separacdo da componente gordurosa dos

restantes constituintes da azeitona.

As operagBes fundamentais dos varios tipos de processo industrial sdo apresentadas na
Figura 1.9 e descritas de uma forma sucinta. O sistema de extracdo atualmente mais utilizado é
o sistema continuo de duas fases representando no territério nacional cerca de 48% dos 462

lagares existentes durante a campanha 2017/2018 (INE, 2018).

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 19



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

Um azeite virgem de qualidade é obtido a partir de azeitonas da arvore, separadas das
azeitonas recolhidas do chdo, isentas de pragas e doencas, que se encontrem no momento étimo
de maturacdo, recém colhidas e com exigéncias de higiene e condi¢ées adequadas no material
em contacto. As azeitonas deverdo ser transportadas de forma a evitar danos fisicos por praticas
de manipulagdo incorretas, contentores inadequados ou carga excessiva que originam nos frutos
transformacBes enzimaticas inadequadas que causam ao longo do tempo alteracdes
organoléticas como a perda do caracteristico aroma a frutado fresco (Garcia-Gonzalez& Aparicio,

2010).

}
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Figura 1.9 - Sistemas de extracdo do azeite (adaptado de Dermeche et al., 2013)

A rececdo da azeitona no lagar deve ocorrer em funcdo da qualidade dos frutos, existindo
varios pontos de descarga independentes, em que se podem realizar controlos de identificacdo,
valorizacdo e grau de impurezas. A operacdo de eliminacdo de impurezas por ar projetado ndo
afeta normalmente as caracteristicas de qualidade das azeitonas desde que a eficdcia de

eliminacdo de folhas e ramos seja elevado, caso contrdrio incrementam-se ao azeite aromas a
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folha, verde, amargo, aspero e adstringente. O processo de lavagem com dgua pode interferir em
funcdo do estado fisico dos frutos, do grau de escorréncia e do estado de limpeza da dgua. Esta
operacdo pode originar um ligeiro aumento de acidez e uma sensac¢do organolética a humidade.
E recomendavel que o periodo de rececdo das azeitonas no patio ndo exceda as 24 horas, caso

se verifique as azeitonas devem ser separadas (COI,2006).

Como consequéncia do grau de humidade préprio da azeitona e da sua evolucdo bioldgica,
durante o armazenamento inicia-se o processo de fermentacdo da matéria organica que resulta
na desintegracdo da estrutura celular, produzindo-se durante este tempo um conjunto de
reacGes hidroliticas e lipoliticas, enzimaticas enddgenas e microbianas, induzidas pela acdo de
fungos e leveduras que se desenvolvem conjuntamente e afetam a qualidade e caracteristicas
organoléticas do azeite originando aromas tipicos de tulha, fungos, humidade, terra que realcam
e identificam a causa da degradacgdo no azeite durante o periodo de armazenamento da azeitona

(COI,20086).

A utilizacdo de depdsitos pulmao de grande capacidade de acumulacdo de azeitonas antes
do processamento pode originar mistura de azeitonas frescas com azeitonas com tempos de
espera longos. A obtencdo de azeite implica a rutura das células da azeitona para permitir a saida
da gordura e a sua coalescéncia em gotas de maior dimensdo. Devido a elevada quantidade de
gordura e a estrutura da azeitona as a¢Ges mecanicas utilizadas devem ser cuidadas para obter

um produto de qualidade (COI,2006).

A tritura¢do das azeitonas permite romper a estrutura da azeitona e provocar a saida das
gotas de azeite dos vacuolos. S3o utilizados moinhos metalicos com crivos que permitem regular
a granulometria da pasta e descarocar a azeitona. Na maioria dos lagares este processo é
realizado por moinhos de martelos metalicos, para os quais se deve ter atencdo especialmente
ao tipo de material das pastilhas e dos crivos que devido a sua acdo, sdo pecas de elevado
desgaste e podem transferir ligacGes metdlicas a massa moida atuando como catalisadores da
oxidacdo do azeite, provocando alterac®es de cor da massa e no azeite, podendo iniciar-se a
sensacdo organolética de metalico. Além disso, como consequéncia da alta velocidade da agdo
dos moinhos durante este processo todos os constituintes da azeitona se interacionam
provocando além de um elevado arejamento, fatores que modificam com determinada

intensidade as caracteristicas originais do azeite no fruto (Fedeli, 1996).
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O batimento da pasta tem como objetivo reunir as gotas dispersas da pasta moida em
gotas maiores e separa-las das outras fases (fase sélida e fase liquida aquosa).Este processo é
efetuado através de uma batedeira, equipada com um sistema térmico que permite o
aquecimento controlado e adequado da pasta durante um determinado periodo de batimento
lento e continuo. Durante esta operacdo e em fung¢do do estado de maturacdo, variedade e grau
de humidade, pode favorecer-se a formacgdo de emulsGes na massa moida e como consequéncia
a constituicdo de massas fluentes que vao dificultar a operacionalidade dos restantes processos
de elaboracdo, a ndo ser que se corrija esta situacdo com a utilizacdo de adequados coadjuvantes
tecnoldgicos. Nesta fase do processo pretende-se reunir o maior nimero de gotas de azeite
dispersas na massa moida formando uma pelicula sobrenadante. Os fatores que influenciam a
qualidade sdo o tempo, a temperatura e os coadjuvantes tecnoldgicos. Com a acdo da
temperatura, que ndo deve atingir os 302C, esta etapa é fundamental na preparacdo da massa
da azeitona para a seguinte fase de separagdo solido-liquido. Geralmente os tempos de
batimento da massa rondam os 90 minutos e dependem do estado da massa batida pelos
moinhos de martelo. Nesta fase produzem-se fendmenos de intercambio entre os constituintes
da massa moida, que até este nivel de temperatura tém baixa repercussdo nas caracteristicas
organoléticas, mas que a temperaturas e tempos superiores aumentam as velocidade de reagao
de todos esses processos de intercambio e degradacdo dos componentes responsaveis dos
aromas frutados e harmadnicos podendo surgir um conjunto de defeitos a cozido, queimado e que
em funcdo do tempo de preparacao podem detetar-se como fundo aromatico, a sensacdo a

madeira, bagaco ou dgua ruca, como consequéncia de outros constituintes da massa. (COI1,2006).

O processo de separagéio sdlido-liquido das fases azeite, bagaco e fase aquosa, pode ser
realizado com o sistema por percolacdo, mediante um procedimento que utiliza o efeito da
tensdo interfacial do azeite sobre uma lamina ou malha de aco inxidavel que separa o azeite da
massa batida; por pressGo, mediante o efeito de uma prensa hidraulica na massa batida
previamente distribuida manual ou mecanicamente em capachos, para permitir a separagao do
mosto oleoso (azeite e dgua de vegetacdo) da fracdo sdlida; por centrifugagcdo, mediante o efeito
da forca centrifuga que gera o decantador centrifugo horizontalb(decanter), que permite separar
os componentes da massa de azeitona batida em funcdo da sua densidade. Existem dois tipos de
decanter, dependendo da saida dos produtos durante a centrifugacdo, quando a separagdo é
intermitente e decarregam os trés componentes (azeite, bagaco e dgua ruca) denomina-se de

trés fases ou trés saidas; quando a separacdo dos trés componentes se realiza internamente e s6
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permite a descarga independente do azeite e do conjunto bagago e agua de vegetacdo,

denomina-se de duas saidas ou duas fases (COI,2006).

O processo de separacéo liquido-liquido da fase azeite e fase aquosa, é realizado por
centrifugacdo mediante um procedimento que utiliza a forga centrifuga para separar o azeite da
fracdo aquosa através de um equipamento denominado separadora centrifuga vertical. A
decantacdo natural ocorre mediante a separacdo nos depdsitos de decantacdo dos componentes
do mosto oleoso - azeite, dgua e fragmentos de materiais sélidos, por diferenca de densidade e

de imiscibilidade dos componentes (COIl, 2006).

Na decantacdo procede-se a classificacdo do azeite antes de ser destinado ao armazém.
O processo de decantagdo tem como objectivo homogeneizar o azeite, eliminar a fracdo de ar
ocluida durante a centrifugacdo, eliminar as espumas sobrenadantes e os fundos de decantagdo
permitindo classificar o azeite em func¢do das suas caracteristicas fisico-quimicas e organoléticas.
(COI;2006). No armazém, o azeite é mantido em depdsitos de material inerte com fundo cénico
para facilitar a decantacdo, pois o azeite nesta fase ainda possui uma certa humidade e impurezas
gue precipitam ao longo do tempo, fermentam e acrescentam ao azeite odores e sabores
estranhos. Periodicamente sdo efectuadas purgas para eliminar esse material dos depdsitos.

(Alba, 1998).

O azeite fica entdo preparado para ser embalado, podendo ser filtrado, em recipientes
que assegurem a sua integridade. A embalagem deve oferecer protecdo em relacdo aos fatores
externos, para evitar contaminac¢des microbioldgicas e a propagacdo de reacdes indesejadas,
causadas pela presenca de luz e oxigénio. Apds o embalamento o produto deve ser armazenado

a temperaturas entre 15 e 182 C para evitar a degradacdo prematura do produto (Alba, 1998).

Atualmente os investigadores procuram alternativas de producdo com o objetivo de
diminuir os impactos ambientais dos residuos gerados durante a producdo, pois a cada ano que
passa as normas ambientais estdo cada vez mais rigidas promovendo producdes eficientes e ndo
poluentes. Deste modo, novas tecnologias de producdo aplicadas a estes residuos favorecem a

utilizacdo crescente destes como sub-produtos (Garcia-Gonzalez & Aparicio, 2010).

Os métodos de extracdo mais modernos utilizam a extracdo em duas fases, diminuindo a

producdo de agua ruca e por conseguinte a obtencdo do bagaco himido que é utilizado para
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extracdo de d6leo do bagaco. Jd existem formas de utilizacdo da dgua ruca na irrigacdo e
fertilizacdo do solo. Porém, neste caso, existem algumas restrices legais quanto a quantidade a

utilizar (Garcia-Gonzalez & Aparicio, 2010).

1.4 O AZEITE

1.4.1 CLASSIFICACAO DO AZEITE

As denominagdes do azeite e do 6leo de bagaco de azeitona adotadas pelos paises
pertencentes as NacBes Unidas sdo indicadas abaixo e constam do “Acordo Internacional 2015
do azeite e azeitona de mesa” (CNUCED, 2016) e encontram-se descritas no Regulamento (CE) n2
1234/2007 do Conselho de 22 de outubro. Os limites das caracteristicas fisico-quimicas e
organoléticas estabelecidos pelo Regulamento de Execugdo (UE) 1348/2013 de 16 de dezembro,
estdo em anexo neste documento (Anexo | e ), correspondendo a norma comercial do Conselho

Oleicola Internacional.

1) Azeite virgem — azeite obtido a partir do fruto da oliveira (Olea europeae L.) unicamente
por processos mecanicos ou outros processos fisicos, em condi¢cdes nomeadamente térmicas que
ndo alterem o azeite e que ndo tenham sofrido outros tratamentos além da lavagem, da
decantacdo, da centrifugacdo e da filtracdo. O azeite virgem é objeto de classificacdo e das
seguintes denominagdes:

a) Azeite virgem préprio para consumo imediato: Azeite virgem extra e Azeite virgem

b) Azeite virgem que necessita de um tratamento antes do seu consumo: Azeite virgem
lampante, azeite virgem que se destina a refinagdo com vista a sua utilizacdo para consumo
humano.

2) Azeite refinado — azeite obtido por refinacdo de azeite virgem.

3) Azeite obtido por loteamento de azeite refinado e de azeite virgem sdo proprios para
consumo imediato e designado por Azeite.

As denominacgBes do 6leo de bagaco de azeitona incluem o 6leo de bagaco de azeitona
bruto, o 6leo de bagaco de azeitona refinado e o dleo de bagagco de azeitona obtido por

loteamento de éleo de bagaco de azeitona refinado e de azeite virgem.

Segundo a legislacdo apenas podem ser destinados ao consumo final o azeite virgem
extra, o azeite virgem e o azeite. O azeite virgem lampante s pode ser utilizado para fins

comestiveis apos ser refinado e loteado para a obtencdo de tipo comercial azeite.
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No mercado podem encontrar-se varios tipos de azeite identificados pela rotulagem como:

Azeite proveniente de agricultura bioldgica, tem origem em olivais conduzidos de acordo
com o modo de producdo biolégico tal como o processo de obtencdo do azeite previsto pela

regulamentacdo europeia (DGADR, 2018).

Azeite de Denominacdo de Origem Protegida (DOP), nome geografico ou equiparado que
designa e identifica um produto originario de determinado local ou regido, cuja qualidade ou
caracteristicas se devem essencial ou exclusivamente ao meio geografico especifico, incluindo
fatores naturais e humanos, cujas fases de producdo tém lugar na area geografica delimitada

(DGADR, 2018).

Em Portugal estdo reconhecidas pela Unido Europeia seis denomina¢des de origem
protegida para azeite das quais trés se encontram na regido do Alentejo: Azeite de Moura DOP,

Azeite do Alentejo Interior DOP, Azeite do Norte Alentejano DOP (DGADR, 2018).

Pelas suas caracteristicas organoléticas, estabilidade, beneficios para a saude, producdo
em areas restritas do mundo e o consumo direto sem necessidade de purificacdo permitem que
0 azeite virgem usufrua de uma posicdo privilegiada no mercado. O seu preco elevado sempre
foi um atrativo para a adulteracdo com mistura de éleos vegetais e 6leos de bagaco de azeitona
conduzindo a Food and Drug Administration a estabelecer um programa de regulacdo para
controlo de mercado. Nas uUltimas décadas foram realizados varios trabalhos de investigacdo com
o objetivo de travar as adulteracdes ao azeite e inseridos na legislacdo da Comunidade Europeia,

nas normas do Codex Alimentarius e Conselho Oleicola Internacional (Boskou, 1998).

1.4.2 COMPOSICAO QUIMICA DO AZEITE

A composicdo quimica do azeite varia de acordo com diferentes fatores, como a cultivar, o
estado de maturacdo dos frutos, as condicGes agrondmicas e caracteristicas tecnoldgicas de

producdo (Firestone, 2005).

A composicdo quimica do azeite é complexa podendo dividir-se em duas fragGes, a fragdo

saponificdvel, maioritaria, que constitui cerca de 98,5 a 99% do peso total do azeite e a fragdo
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insaponificdvel, minoritdria, que constitui cerca de 1 a 1,5% do peso total do azeite (Gouveia,
1996). Consoante a categoria comercial do azeite a sua composicdo quimica difere, no entanto,
as duas categorias comerciais mais valorizadas, virgem e virgem extra, tém composicdes quimicas

muito préximas.

1.4.2.1 — FRAGAO SAPONIFICAVEL

A frag¢Go saponificdvel, insolivel em agua, responsdvel pelas caracteristicas fisicas do
azeite, é constituida pelos componentes de concentragdo mais elevada, como os triacilglicerdis
ou triglicéridos, os acidos gordos e por alguns componentes menores, como os fosfolipidos,

(Gouveia, 1995; Boskou, 1998).

Acidos gordos: s3o formados por um grupo carboxilico ligado a uma cadeia
hidrocarbonada, sendo a sua formula geral CnH2n+1COOH. O teor em 4cidos gordos é um
pardmetro que permite verificar a qualidade de um azeite. Os 4cidos gordos podem ser
classificados: de acordo com o nimero de carbonos que possuem, ou seja de cadeia curta (4-6
carbonos), de cadeia média (8-12 carbonos), de cadeia longa (14-18 carbonos) e de cadeia muito
longa (mais de 20 carbonos); ou de acordo com o grau de saturacdo sendo saturados se a cadeia
hidrocarbonada ndo tiver ligacdes duplas, monoinsaturados se a cadeia hidrocarbonada tiver
uma ligacdo dupla, polinsaturados se a cadeia hidrocarbonada tiver duas ou mais ligacdes duplas

(Cunha, 2007).

A proporcdo dos diferentes dcidos gordos sdo diferentes nas gorduras dos alimentos,
predominando no azeite os acidos gordos monoinsaturados, normalmente designados por AGMI
ou MUFA (Mataix & Carazo, 1995). O elevado teor de acido oleico presente é a principal
caracteristica que distingue o azeite de outras gorduras de origem vegetal. Dos acidos gordos
poli-insaturados, designados por AGPI ou PUFA, o &cido linolénico e o 4cido linoleico que,
respetivamente, pertencem a categoria de 6mega-3 e dmega-6, sdo considerados acidos gordos
essenciais (AGE) pela impossibilidade de serem sintetizados pelo nosso organismo. A relacdo
entre os MUFA e PUFA é um parametro importante na avaliagdo da estabilidade de um azeite em
que serd tanto mais resistente a oxidacdo quanto maior for esta razdo. A razdo entre os AGE é

Util para a caracterizacdo de cultivares (Aguilera et al., 2005).
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Varios trabalhos de investigacdo realizados sobretudo por cromatografia de gases
permitiram identificar os acidos gordos presentes no azeite, tendo a Comunidade Europeia
regulamentado o seu perfil no Regulamento CEE n2 2568/91 da Comissdo de 11 de julho. O 4cido
oleico (C18:1) representa a maioria da composicdo total dos acidos gordos presentes no azeite,
entre 55 a 83%; o acido palmitico (C16:0) varia entre 7,5 e 20%, o linoleico (C18:2) varia entre 3,5
e 21%, o estedrico (C18:0) varia entre 0,5 e 5%. Em menor quantidade fazem parte os 4cidos
gordos linolénico (C18:3), araquidico (C20:0), eicosendico (C20:1), margarico (C17:0), beénico
(C22:0), lignocérico (C24:0) e miristico (C14:0) (Sanchez et al., 2001). A composi¢cdo em acidos
gordos € um parametro importante em termos de qualidade. Assim o Conselho Oleicola
Internacional (COI) e a Unido Europeia, emitiram varios documentos legais que impdem limites,
nomeadamente para os acidos gordos na posicdo trans para cada categoria de azeite (Anexo I).
O azeites virgem extra, ndo pode exceder para o caso do C18:1t e para a soma dos isémeros

C18:2t e C18:3t o valor de 0,05% (Regulamento (UE) n261/2011; COI, 2006).

Varios estudos afirmam que na diferenca de acido oleico entre os diferentes azeites, a
variedade representa 78,2% da variacdo, a diferenca entre os anos representa 11,2% e a época
de colheita apenas 1%. Os azeites provenientes das regides mais meridionais e mais quentes do
Mediterraneo tendem a possuir um teor mais elevado em acido linoleico do que os das regibes

mais setentrionais (Uceda & Hermoso, 2008).

O corpo humano ndo consegue sintetizar quer o acido gordo linoleico (18:2 n-6), quer o
alfa-linolénico (18:3 n-3). Ndo sdo necessarias grandes quantidades destes dcidos gordos para
prevenir manifestacdes de deficiéncia fornecendo o azeite uma quantidade baixa, mas adequada
destes acidos gordos. Estima-se a necessidade de acido linoleico em 1-2% e linolénico em 0,2-
0,6%, da ingestdo total de energia, fornecido por 2-3 colheres de sopa de azeite/2700 kcal/dia
(Fedeli e Testolin, 1991). Existem limites estabelecidos pelo Regulamento (EU) 61/2011 da

Comissdo de 24 de janeiro para os acidos gordos existentes no azeite.

Triglicéridos: sdo substancias com um alto teor energético pois aportam 9 kcal/g e
desempenham uma funcdo de armazenamento ou reservatorio energético. Estdo formados por
uma molécula de glicerol esterificada com acidos gordos e as suas propriedades bioldgicas sdo
definidas pelo tipo de acido gordo que possuem na sua composicdo (Primo, 1997), sendo os

principais constituintes de todos os 6leos e gorduras conhecidas. Como se pode observar na
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Figura 1.10 um triacilglicerol é formado por um conjunto de trés acidos gordos ligados a uma

molécula de glicerol (Sanchez et al. 2001).

Segundo Boskou os triglicéridos mais abundantes no azeite sdo a trioleina (O00) entre 40
a 59%, a palmitodioleina (POO) entre 12 a 20%, a linoleodioleina (OOL) entre 12,5 a 20%, a
palmitooleolinoleina (POL) entre 5,5 a 7% , onde os acidos gordos estdo identificados por L
representa o acido linoleico, O representa o acido oleico e P representa o acido palmitico (Boskou,

1996).

saturado monoinsaturado polinsaturado

Tt )

glicerol

3 dcidos triglicérido
gordos formado a partir de
1 glicerol +

. 3 4cid )
ligagBes duplas acidos goraos

Figura 1.10 — Esquema representativo da formagdo de um triglicérido

(adaptado de Gouveia et al., 2002)

Apesar de se encontrarem no azeite na forma natural pela biossintese incompleta de
triacilglicerdis, a presenca de mono e diacilglicerdis pode também ser resultado das reac¢des de
hidrdlise, rutura dos triglicéridos devido a alteracdo do azeite (Kiritsakis & Christie, 2000;
Firestone, 2005). No azeite virgem a concentracdo de diacilglicerdis varia entre 1 e 2,8% e os
monoacilglicerdis estdo presentes em teores menores que 0,25% (Boskou, 1998). Os diglicéridos
sdo mais abundantes que os monoglicéridos, uma vez que a concentracdo de diglicéridos num
azeite virgem varia entre 1,0 e 2,8% e a quantidade de monoglicéridos é inferior a 0,25% (Boskou,

2006).

Cada acido gordo apresenta propriedades caracteristicas que condicionam tanto as
qualidades fisico-quimicas da gordura como a sua atividade bioldgica. Deste modo, as gorduras

com predominio de acidos gordos poli-insaturados sdo liquidas a temperatura ambiente devido
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a presenca de ligac®es duplas que conferem uma maior fluidez, pois ao baixar o ponto de fusdo,
tornam-no mais reativo, menos estavel quimicamente, pois reagem mais facilmente com o
oxigénio. Pelo contrario, as gorduras com 30-80% de dcidos gordos saturados sdo solidas e
constituem sebos e manteigas animais e algumas vegetais; por outro lado, as ligacdes simples
configuram-se em posicdo trans, e as ligagdes duplas fazem-no em posicdo cis, a maioria das
gorduras naturais. Isto origina uma conformacdo espacial de molécula diferente, o que implica

importantes repercussées na atividade bioldgica das gorduras que as contém (Primo, 1997).

O teor de acidos gordos do azeite difere significativamente em funcdo da variedade de
azeitona. Outros fatores que podem modificar qualitativamente o teor de gordura no azeite sdo
a latitude, condi¢Bes edafoclimaticas e o grau de maturacdo na colheita da azeitona. Pelo
contrario, os processos de refinacdo ndo alteram de forma significativa o teor em acidos gordos

(Boskou, 1998).

Fosfolipido: é o termo genérico que se refere qualquer lipido que contenha um grupo
fosfato, incluindo os fosfoacilglicerdis. O contetdo em fosfolipidos do azeite é baixo, entre 50 e
150 mg/kg de azeite (Uzzan, 1996). J& foram encontrados os seguintes compostos:
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidi-linositol e fosfatidilserina (Kiritsakis, 1992). O

acido oleico é o acido gordo predominante nestes fosfolipidos (Boskou,2006).

1.4.2.2 FRACAO INSAPONIFICAVEL

A fragdo insaponificavel, solivel na dgua e sem valor energético, é cerca de 1 a 1,5% do
peso total do azeite. Estes compostos garantem a estabilidade e as caracteristicas organoléticas
do azeite assim como sua a atividade vitaminica, antioxidante e competidores na absorc¢do

intestinal de cholesterol (Vidal et al., 2006).

Apesar de estar em menor quantidade no azeite esta fracdo pode ser modificada por
perdas de compostos durante as diversas fases que antecedem a comercializagdo do azeite. Estes
componentes podem encontrar-se no azeite em maior ou menor quantidade variando em fungao
da variedade, das condig¢Ges climéticas e da localizacdo geografica do olival (Mataix & Carazo,
1995; Aparicio, 2003). Algumas classes de constituintes menores apenas estdo presentes no

azeite virgem, sendo eliminadas durante o processo de refinac3o. E o caso, por exemplo, dos
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fosfatideos e dos compostos fendlicos. Para além disso, a refinagdo provoca ainda alteragdes

guantitativas e qualitativas importantes noutras classes de compostos quimicos (Boskou, 1998).

Hidrocarbonetos: podem ser de natureza terpénica, esterdlica ou policiclica aromatica e
sdo responsaveis por entre 30 a 50% da fracdo insaponificavel (Cunha, 2007). Os hidrocarbonetos
terpénicos mais abundantes no azeite sdo o esqualeno, formado por 30 dtomos de carbono,
produto intermédio da biossintese do colesterol e precursor dos triterpenos, responsavel pelos
efeitos benéficos para a saude. O B-caroteno é outro hidrocarboneto tetrapernénico formado
por 40 dtomos de carbono e juntamente com a clorofila é responsavel pela coloracdo verde-
amarelada do azeite, a sua concentracdo é muito baixa e oscila, segundo os autores, entre 0,03

a 0,05 mg/100 g (Jiménez et al., 2001).

Em peguenas quantidades (<0,5 mg/kg) surgem os hidrocarbonetos esterdlicos em que a
sua presenca se deve a processos de refinacdo. O composto mais significativo é o estigmastadieno
formado por processos de refinacdo a partir do B-sitosterol (Sadnchez et al., 2001). Em
quantidades residuais (1 a 700 pg/kg) encontram-se os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
Foram identificados outros hidrocarbonetos presentes no azeite como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, de cadeia ramificada, entre outros, que contribuem para o sabor e aroma

do azeite (Costa, 2012).

Esterdis: representam 20-30% do total da fracdo insaponificavel (Fedeli & Jacini, 1971). O
teor de esterdis permite identificar a origem e a pureza de um azeite. O conteddo total no azeite
¢ 189-265 mg/100 g, o qual se vai reduzindo por oxidacdo durante a elaboragdo e
armazenamento do azeite e também no processo de refinacdo (Pasqualone & Calalano, 2000). A
diminuicdo dos esterdis durante o armazenamento tem sido associada ao aumento do valor do

indice de perdxidos (Sanchez et al., 2001).

A partir da biossintese do esqualeno obtém-se compostos esterdlicos que estdo presentes
no azeite como alcoois livres e ésteres de acidos gordos. O principal esterol presente no azeite é
o B-sitosterol e em menores quantidades o estigmasterol, colesterol, 24-metilenocolesterol, A7-
campesterol, A5,23-estigmastadienol, clerosterol, sitostanol, A5,24-estigmastadienol, A7-
estigmastenol e A7-avenasterol. Enquanto que as gorduras animais possuem quase
exclusivamente colesterol, as gorduras vegetais tém como componente maioritario o R-

sitosterol, além de outros esterdis, que dependerdo da espécie vegetal de procedéncia (Cert et
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al., 1997). O azeite é a Unica gordura que tem um elevado nivel de B-Sitosterol, sendo relevante

do ponto de vista da salde pois contraria a absorcdo intestinal do colesterol (Viola & Wells, 1997).

Alcoois alifdticos diterpénicos e terpénicos: os alcoois alifaticos representam entre 20 e 26%
da fracdo insaponificavel, encontrando-se na forma livre e ndo esterificada (Reiter&Lorbeer,
2001). Os alcoois gordos sdo compostos lineares saturados com mais de 16 dtomos de carbono e
0 seu teor ndo ultrapassa os 350 pg/g, sendo os mais abundantes no azeite: o docosanol (C22),
tetracosanol (C24), hexacosanol (C26) e octacosanol (C28). Podem ainda encontrar-se alcoois
com um numero impar de carbonos e em quantidades vestigiais como o tricosanol, o
pentacosanol e o heptacosanol (Sanchez, 2001). Também se encontram no azeite alcoois
diterpénicos como é o caso do fitol e do geranilgeraniol que sdo diterpendides aciclicos presentes
na fracdo de alcoois alifaticos do azeite sob a forma livre e esterificada. Os principais alcoois
triterpénicos presentes no azeite sdo o eritrodiol e o uvaol, livres ou esterificados com os acidos
gordos. O teor destes dlcoois é usado como um parametro de pureza do azeite, sendo um valor

muito elevado indicador de que o azeite foi obtido por solventes (Reiter&Lorbeer, 2001).

Ceras: sdo ésteres de alcoois gordos de cadeia longa, que podem conter até 58 dtomos de
carbono e o seu teor no azeite virgem ndo pode ultrapassar os 250 pg/g. As principais ceras
detetadas em azeite tém numeros de carbono par, ou seja, sdo ésteres de acido oleico ou
palmitico. As ceras estdo presentes na pele das azeitonas evitando a perda de dagua, sdo
abundantes no 6leo de bagaco de azeitona e no azeite lampante. A elevada acidez dos azeites
implica um aumento da quantidade de ceras, uma vez que ocorre esterificagdo de dlcoois
alifdticos com &acidos gordos livres, este parametro pode ser usado como um critério para

diferenciacdo dos varios tipos de azeite (Boskou, 2006).

Compostos fendlicos: também conhecidos por polifendis, sdo substancias quimicas que
possuem um anel aromatico de benzeno, ligado a um ou mais grupos hidroxilicos incluindo
derivados funcionais (ésteres, metil ésteres, glicdsidos, entre outros) (Tsimidou, 1998; Pascoal et
al., 2015; Souza et al., 2018a). A natureza dos polifendis varia desde moléculas simples como os
acidos fendlicos até compostos altamente polimerizados, como os taninos e os flavondides.
Apresentam-se nas plantas em forma conjugada com um ou mais residuos de acucar unidos aos
grupos hidroxilos, ainda que em alguns casos podem produzir-se unides diretas entre uma
molécula de aglcar e um carbono aromatico. Por isso a forma mais comum de os encontrar na

natureza é em forma de glicésidos, sendo sollveis em agua e solventes organicos (Shahidi &
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Naczk, 1995). A composicdo dos compostos fendlicos no azeite é bastante complexa e a sua
concentragdo varia com o estado de maturacdo, as condi¢cdes climaticas e de armazenamento

utilizado durante a producdo (Boskou, 2009).

Os compostos fendlicos podem agrupar-se em diferentes classes dependendo da sua
estrutura quimica bdsica, podendo dividir-se em diferentes categorias tais como acidos fendlicos,
alcoois fendlicos, secoiriddides, flavonas e lignanas, que contribuem para a avaliagdo organolética
do azeite dando-lhes caracteristicas Unicas uma vez que estes compostos sdo especificos no

azeite e ndo se encontram em qualquer outro dleo vegetal (Harbone,1989).

Os acidos fendlicos estdo presentes em pequenas quantidades no azeite e podem dividir-
se em dois tipos o benzdico e o cindmico. A categoria de alcoois fendlicos é formada pelo
hidroxitirosol e tirosol. Os secoiridéides, juntamente com as lignanos, sdo os mais abundantes no
azeite virgem extra. Relativamente aos lignanos existem no azeite dois compostos, o pinoresinol
e acetoxipinoresinol. A nivel das flavonas, podem ser encontradas no azeite a apigenina ou

luteolina (Servili et al., 2004).

O azeite com elevado teor de compostos fendlicos é, de uma maneira geral, amargo e
picante, por vezes excessivo e desagraddvel como é caso dos azeites resultantes de azeitonas
demasiado verdes, conferindo-lhe uma elevada estabilidade e um sabor frutado forte (Visioli et

al., 2006).

Os polifendis hidrossollveis encontram-se maioritariamente presentes na polpa da
azeitona, podendo encontrar-se no azeite em pequenas quantidades. O grupo de compostos
fendlicos identificados no azeite virgem abrange um numero elevado de substancias como o
acido galico, acido cumarico, acido vainilico, acido cafeico, dcido cindmico, acido elendlico, tirosol
e hidroxitirosol. O azeite, em valores médios, contém 50-800 mg/kg de polifendis totais expressos
em forma de &cido cafeico. A sua concentracdo varia em funcdo de diversos fatores como a
variedade, o grau de maturacdo da azeitona e o sistema de elaboracdo, ja que por se tratar de

compostos hidrossoluveis podem perder-se com facilidade (Jiménez et al., 2001).

Tocoferdis e tocotriendis: constituem um grupo de substancias que derivam do 2-metil-6-
cromanol. Os tocoferdis contribuem para a estabilidade do azeite pois tém um papel importante

como antioxidantes. Os tocotriendis distinguem-se dos tocoferdis pela presenca de trés
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insaturacdes na cadeia lateral, nomeadamente nas posi¢des 2, 4’ e 8, sendo por isso possivel a
ocorréncia de 8 estereoisémeros, existindo 4 tocoferdis e 4 tocotriendis, ambos designados por
a, B, y e 8. No azeite, o a- tocoferol ou vitamina E representa entre 90 e 95% do teor dos
tocoferdis totais (150-300 ppm) sendo os restantes 5% constituido pelo B-tocoferol, y-tocoferol
e 6-tocoferol que possuem um marcado efeito antioxidante, diferindo entre si pelo numero e

posicdo de grupos metilo no anel aromatico (Cunha, 2007).

Na elaboracdo do azeite virgem é muito importante manter a temperatura abaixo dos 35¢C
na etapa da termobatedura pois acima desta a vitamina E decompde-se eliminando do azeite um
dos seus antioxidantes mais importantes. A concentragdo de tocoferdis no azeite varia de
maneira significativa em funcdo de diversos fatores como a variedade da azeitona, o grau de
maturacdo no momento da colheita e as condi¢des e a duracdo do armazenamento. Por isso se
reportam diversos valores no teor de tocoferdis no azeite virgem que variam entre 150-200
mg/kg (Jiménez et al., 2001), ainda que alguns autores enumeram valores superiores até 240-430

mg/kg (Smith, 2000; Owen et al., 2000).

Clorofilas e Carotendides: a cor é um dos atributos de aparéncia mais importante dos
alimentos por influenciar a escolha do consumidor (Avila & Silva, 1999). Apesar de ndo integrar
os critérios de classificacdo para determinar a categoria comercial do azeite virgem, a percecao
da cor pelos consumidores pode resultar na rejeicdo do produto, embora os restantes atributos
sensoriais sejam considerados conformes (Moyano et al.,, 2008). Cores diferentes das que
normalmente o produto apresenta, especialmente aquelas associadas a deterioracdo da
qualidade alimentar, induzem a rejeicdo do produto (Avila & Silva, 1999). A cor do azeite é um
pardmetro importante na avaliacdo da sua qualidade (Voss, 1992; Goncalves et al., 2007,
Mohammadi et al., 2008), e os pigmentos presentes dependem da variedade e do grau de
maturacdo do fruto, estando envolvidos em mecanismos de auto-oxidacdo e foto-oxidacdo

(Reiter & Lorbeer, 2001).

Os pigmentos podem ser divididos em dois grupos, as clorofilas/feofitinas responsaveis
pela coloragdo verde e os carotendides responsaveis pela cor amarela do azeite (Escolar et al,,
2007). O estado de maturacdo é um dos fatores que influencia a quantidade destes pigmentos,
verificando-se que quando os frutos se encontram no inicio da maturacao a relacdo de clorofilas

e carotendides é maior (Alves, 2017).
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No processo de extracdo do azeite, os fendmenos de separagdo implicados determinam a
distribuicdo dos pigmentos da azeitona entre a fase sdlida e as duas fases liquidas (azeite e dgua
da vegetacdo). Dependendo da sua natureza, hidrofilica das antocianinas e lipofilica dos
pigmentos do cloroplasto, os primeiros sdo retidos no bagaco e na dgua da vegetacdo, enquanto

os ultimos (clorofilas e carotendides) sdo transportados na fase gordurosa (Ranalli et al.,2005).

O azeite contém clorofila “a” e “b” (pigmentos verdes) assim como feofitina “a” e “b”
(pigmentos castanhos). Estes pigmentos sdo responsaveis pela cor do azeite. O azeite do inicio
da campanha contém concentracdes de clorofila “a” e “b” de 1 a 10 ppm e feofitinas “a” e “b” de
0,2 a 24 ppm (Herrera, 2011). O conteudo de clorofila do azeite diminui ao longo do processo de
maturacdo dos frutos. As clorofilas degradam-se com facilidade a feofitinas, sendo responsaveis
pela cor esverdeada em azeites obtidos a partir de azeitonas no inicio da maturacdo, quando
comparados com azeites obtidos de frutos mais maduros que apresentam uma coloragdo

dourada (Herrera, 2011).

Das gorduras vegetais o azeite virgem é consumido contendo grandes quantidades de
pigmentos de clorofila (Psomiadou & Tsimidou, 2001) apresentando uma elevada vulnerabilidade
a exposicdo da luz em prateleira, podendo originar produtos de qualidade inferior. Os pigmentos
de clorofila atuam como fotosensibilizadores devido a capacidade de transferir energia da luz
para o oxigénio tripleto, produzindo assim oxigénio singleto, que entdo reage com os acidos
gordos insaturados. Devido a presenca destes pigmentos o azeite é muito sensivel a radiacdo
compreendida entre 320 e 700 nm por absorver a luz neste espectro, seja na presenga ou
auséncia de antioxidantes (Vazquez-Roncero, 1980). As clorofilas e feofitinas tém um efeito pro-
oxidante sobre os lipidos em presenca da luz, pois induzem a fotoxidacdo. Na auséncia de luz
atuam como antioxidantes, pelo que se torna imprescindivel que o azeite esteja protegido
durante o armazenamento. Quanto mais elevado forem os niveis de clorofila no azeite, maior é

a sua atividade catalisadora (Rahmani, 1989).

As clorofilas sdo responsaveis pela cor esverdeada do azeite nomeadamente a clorofila ‘a’
e ‘b’ e feofitinas ‘@’ e ‘b’. Os carotendides (luteina, B-caroteno, violaxantina e neoxantina),
quimicamente chamados de terpenos sdo derivados do dcido mevaldnico e responsaveis pela cor
amarelada dos azeites. A quantidade destes compostos é influenciada pelo estado de maturacao,
zona de producdo, sistema de extracdo e condi¢cdes de armazenamento do azeite. Apesar das

clorofilas e carotendides serem considerados como um indice de qualidade, ainda ndo existe
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nenhum método padronizado com critérios de classificacdo para o azeite (Boskou et al., 2006;

Sanchez et al., 2001).

Compostos voldteis e aromdticos: a formacdo de compostos aromaticos ocorre pelo
contacto das gotas de azeite com os cloroplastos sendo os componentes volateis arrastados pelos
lipidos. Foram identificados mais de 100 componentes, entre os quais hidrocarbonetos, dlcoois,
aldeidos, ésteres, fendis e seus derivados, terpenos oxigenados e derivados do furano. A
concentracao de compostos volateis no azeite virgem costuma ser inferior a 1 ppm e varia entre
as diferentes variedades de azeitonaexistindo pequenas diferencas entre as mesmas variedades
cultivadas em regiGes diferentes (Luna et al.,, 2005). Os aldeidos sdo compostos aromaticos
maioritarios no azeite que transmitem a qualidade aromatica tornando-o um produto especial e

apreciado (Kiritsakis, 1998).

A formacdo de compostos voldteis resulta da destruicdo celular da azeitona,
desencadeando-se um processo enzimatico onde se produzem reacSes de hidrélise e de oxidacdo
(Olias et al., 1993). Entre os compostos identificados no aroma do azeite virgem existe uma
guantidade apreciavel que ao serem inalados por separado podem associar-se a determinadas
notas olfativas (Aparicio et al., 1996). Os compostos aromaticos como o hexanal traduz uma nota
olfativa a frutado verde, macd; o trans-2-hexenal traduz um aroma a améndoa amarga; o 1-
hexanol traduz um aroma frutado, aromatico e suave; o 3-metil-butanol pelo contrario traduz um
aroma nado desejavel. Quando um azeite virgem é sujeito a um processo de termo-oxidacdo,
inicialmente a maioria dos compostos volateis responsaveis pelas caracteristicas sensoriais
agradaveis do azeite virgem desaparecem, formando-se compostos desagraddveis, sendo
provavel que os aldeidos formados sejam os principais responsaveis. A presenca de nonanal, ndo
detetado no azeite virgem, poderia ser utilizado para detetar o inicio da oxidacdo (Morales et al.,
1997). Foram detetados compostos carbonilos saturados, tais como o pentanal, hexanal, octanal
e nonanal como os principais compostos formados no azeite oxidado armazenado durante 6,8,16

dias a 160°C (Morales et al.,1997).

Barrio et al. (1981) descobriram que quando se incrementa uma percentagem de octano
no azeite a sua qualidade sensorial diminui. Solinas et al. (1987) estudou a relagdo entre a detecdo
do ranco e os conteudos de 2-pentenal, 2-heptenal, 2-octenal, octanal e nonatal. O 2-pentenal e
2-heptenal foram os principais indicadores de ranco, com limites de 0,5 e 1,5 ppm

respetivamente (Zafra et al., 2006; Kalua et al., 2008; Morales et al., 1997).
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1.4.3 O AZEITE COMO PRODUTO NUTRACEUTICO

Desde ha varios séculos que os produtos derivados da oliveira tém sido utilizados pelas
suas importantes propriedades nutricionais e terapéuticas. Ja Hipdcrates, no remoto ano de 400
a.c., aconselhava o sumo de azeitona fresca para tratar doencas mentais e compressas de
azeitonas maceradas para curar Ulceras. O médico romano de origem grega Dioscérides, entre os
anos de 50 e 70, escreveu sobre estes temas na "De Materia Medica", obra de referéncia sob a
forma de manuscritos ilustrados sobre ervas e medicamentos que se podem obter, até Galeno,
por volta do ano 170 redigir um livro de 150 paginas de receitas medievais em que o azeite foi

considerado um ingrediente (Lercker et al., 2010).

Tradicionalmente os produtos provenientes da oliveira tém sido um recurso para tratar
infecBes cutaneas gracas a sua atividade emoliente e cicatrizante; para curar constipados, herpes
ou infe¢des do trato digestivo e urindrio, gracas as suas propriedades antimicrobianas; e também
para o tratamento de Ulceras, dores de estdbmago e figado, gracas as suas propriedades anti-
inflamatdrias. Por outro lado, a sua atividade antioxidante e anti-inflamatdéria faz com que seja
uma excelente ajuda para a prevencgdo e o tratamento de doencas crénicas, em que 0s processos
oxidativos e inflamatdrios constituem um fator importante no seu desenvolvimento, como sdo as
doencas cardiovasculares, cancerigenas e neurodegenerativas. Os efeitos benéficos atribuidos ao

azeite virgem extra estdo representados na Figura 1.11 (Sanchez-Rodrigues & Mesa, 2018).

A primeira investigacdo sobre as propriedades nutracéuticas do azeite foi realizada pelo
bidlogo e fisiologista americano Ancel Keys, que em 1970 apresenta um estudo comparativo de
regimes alimentares em sete paises (Estados Unidos, Itdlia, Holanda, Grécia, Finlandia, Japdo e
ex-Jugoslavia), o "Seven Countries Study" que fornece a mais forte evidéncia de que as dietas
ricas em acidos gordos saturados aumentam o risco de doencgas corondrias. Deste estudo
concluiu-se que os habitantes da ilha de Creta tinham a menor taxa de mortalidade por doencas
cardiovasculares devido ao consumo de azeite na confecdo e no tempero dos alimentos em
detrimento de outros paises como a Finlandia, onde a dieta diaria incluia gorduras saturadas,

como a manteiga e a banha (Dominguez & Barbagallo, 2007).

A partir desse momento, a comunidade cientifica realizou inimeros estudos sobre a

nutricdo da populacdo da bacia do Mediterraneo, confirmando as teorias de Keys, tanto que,
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desde 2010, a dieta mediterranica é considerada Patrimdnio da Humanidade pela UNESCO e
recomenda-se o uso mundial de azeite virgem extra para prevenir o envelhecimento e preservar
o organismo das doencas cardiovasculares. Os beneficios de salde da dieta mediterranica e o seu

efeito protetor de doencas créonicas tém sido fundamentados pela comunidade

cientifica(UNESCO,2018).

Doengas cardiovasculares
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Melhora Doencas cutaneas
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apoptose
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Figura 1.11 - Principais mecanismos de acdo para o azeite virgem extra e seus componentes

minoritarios na prevencao de doencas (adaptado de Sdnchez-Rodrigiez & Mesa, 2018).

A piramide tradicional da dieta mediterranica evoluiu, adaptando-se as novas formas de
vida. Da iniciativa da Fundacdo Dieta Mediterranica e com a colaboracdo de entidades
internacionais e especialistas em nutricdo, antropologia, sociologia e agricultura chegou-se a um
consenso quanto a adaptacdo de um novo design mais rico, com a incorporacdo de elementos
gualitativos. A nova pirdmide segue o padrdo anterior: na base, alimentos que deverao sustentar
a dieta, e nos niveis superiores, alimentos a serem consumidos em quantidades mais moderadas.
Além disso, os aspetos sociais e culturais caracteristicos do modo de vida mediterranico estao
também incorporados. Esta nova piramide inclui todos os grupos de alimentos, definindo uma

dieta saudavel pelas suas proporcdes e frequéncias (UNESCO,2018).
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Neste contexto de alimentacdo e salde, o azeite virgem tem vindo a adquirir um papel
cada vez mais importante, fortemente impulsionado nas ultimas décadas pela sua posicdo
predominante como fonte de gordura na Dieta Mediterranica, reconhecida como fator de
longevidade e reducdo do risco de morbilidade e mortalidade. Contudo, apesar dos beneficios de
consumo de azeite serem reconhecidos desde a antiguidade, a prova cientifica dos mesmos tem
evoluido lentamente ao longo dos tempos, principalmente porque os beneficios do seu consumo
surgem num contexto de uma dieta equilibrada e de um estilo de vida saudavel e ndo do seu

consumo isolado (Casal et al., 2017).

O azeite virgem e virgem extra estd posicionado no centro da pirdamide sendo um dos
elementos basicos das trés refeicdes diarias, como fonte principal de lipidos na dieta devido a sua
alta qualidade nutricional (Figura 1.12). A sua composi¢do confere uma elevada resisténcia as
temperaturas de confecdo e deve ser usado para cozinhar como também para fins terapéuticos.
Atualmente defende-se que os efeitos benéficos da dieta mediterranica sdo atribuiveis em
grande medida ao consumo de azeite, em que se recomenda um consumo diario entre 25 e 50
ml de azeite virgem extra para prevenir o envelhecimento e preservar o organismo contra

doencas cardiovasculares (CIHEAM,2018).

A Piramide da Dieta Mediterranica: um estilo de vida para os dias de hoje Porgdes de alimentos baseadas na
Recomendagbes para a populagao adjuita . frugalidade e nos habitos locals

I Vinho em moderagao e de acordo
com as crengas soclals

Batatas < 3p

Fruta 1-2 | Horticolas = 2p \ i Azelte

Varledade de cores/texturas ; ) 'Pao / Massas / Arroz / Couscous /

(cozinhados / Crus) Outros cereals 1-2
> (% ] (de preferéncia lntegmlf)

Actividade fisica regular Y Biodiversidade e sazonalidade
Descanso adequado Produtos tradicionals,
Conviveéncla locals e amigos do ambiente

Actividades culinarias

Ouso e gramag 1o dest i mide &1 ecomendaso sem qudquer restricho

© 2010 Fund ackn Dieta Mediterranes

Edigoo de 2010 P= Porgdo

Figura 1.12 — Piramide alimentar refletindo a Dieta Tradicional Mediterranica (CIHEAM,2018)

A rigueza do azeite em acidos gordos monoinsaturados, nomeadamente em acido oleico

(55 a 83%), foi durante muito tempo tida como o fator principal associado a sua importancia
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nutricional do azeite (Estruch et al., 2013). Diversos trabalhos cientificos tém comprovado que a
substituicdo na dieta de gorduras saturadas por azeite reduz os niveis de colesterol total e de
colesterol-LDL, também chamado “mau” colesterol, que sdo dois fatores importantes no risco
cardiovascular. Nos EUA, desde 2004 ¢é possivel a indicacdo de que a ingestdo de duas colheres
de sopa de azeite por dia, em substituicdo de outra gordura saturada e sem aumentar o aporte
caldrico didrio, pode contribuir para a reducdo do risco de doenca coronaria pela sua riqueza em

lipidos monoinsaturados (Casal et al., 2017).

Outros o6leos vegetais, como os de girassol, soja e colza, que também contém altas
concentragGes de acido oleico, ndo exibem os mesmos beneficios para a salde que o azeite
virgem extra. Além do dacido oleico, o azeite virgem extra contém uma fracdo fendlica menor,
porém significativa, que outros éleos vegetais carecem e essa fracdo gerou muito interesse em

relacdo as suas propriedades promotoras da saude (Ruiz-Gutiérrez, 1996).

Anadlises mais detalhadas levaram a descoberta de compostos denominados secoiriddides,
que estdo presentes exclusivamente em plantas pertencentes a familia Olearaceae, que inclui a
espécie Olea europaea L. Estes compostos sdo ésteres do acido elendlico que podem ser
encontrados na forma glicosilada como a oleuropeina, a dimetiloleuropeina e o ligstosideo que
se ligam a um anel de B-glucopiranose; e na forma ndo glicosilada chamada aglicona, como a
oleuropeina aglicona e o ligndsido aglicona ou com a parte acila na forma dialdeido apds a
abertura do anel de acido listélico, como o oleocantal e a oleaceina (Figura 1.13) (Servili et al.,

2014).

Varios estudos indicam que as atividades terapéuticas do azeite se devem aos compostos
fendlicos (hidroxitirosol, oleuropeina, oleocantal e oleaceina) (Villani, 2015; Gorzynik-Debicka et
al., 2018) pelas suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas e

antiproliferativas.

O hidroxitirosol é o composto mais estudado pelo seu forte potencial antioxidante e anti-
inflamatdrio. Este composto pode controlar o estado redox intracelular, regulando os danos
oxidativos induzido nas células e exercer uma acdo anti-inflamatdria que contribui na prevencgao
de acidentes cardiovasculares, diabetes, cancro e doencas neurodegenerativas, cuja etiologia e
progressao esta relacionada com estes processos. Além disso é absorvido rapidamente e ndo se

acumula no organismo, pelo que ndo ocasiona efeitos téxicos (Robles-Almazan et al.,2018).

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 39



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

HOQN > i
HO HO

Hidrotirosol Tirosol

HO ‘

m o HO 2 OO cooch,
HO U:OCHJ ‘\‘
;‘ b \y\‘/o

N0

OH
OH
Oleuropeina aglicona Litrosido aglicona
HO__~ N
| | ]
HO N OO Ho N2 OO
J3 Q.
N\ ~
) 1
0 o
Oleaceina Oleocantal

Figura 1.13 - Principais compostos fendlicos do azeite (estrutura quimica dos principais alcoois

fendlicos e seus derivados secoiriddides presentes no azeite) (Bassi, 2014)

A oleuropeina, componente maioritario na fragdo insaponificavel do azeite e das folhas de
oliveira, é responsdvel pelo sabor amargo do azeite virgem extra, sendo importante pela sua
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral (Robles-Almazan et al.,2018). Por outro
lado, os estudos com 4cido oleandlico e outros derivados triterpénicos demonstraram a sua
capacidade para restaurar os transtornos vasculares associados a fatores de risco cardiovascular,
como a hipertensdo, a obesidade, a diabetes e a arterioesclerose, mostrando-os como uma
estratégia terapéutica prometedora para prevenir a disfuncdo vascular (Rodriguez-Rodriguez,
2015), assim como as suas atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antitumorais (Sanchez-

Quésada et al., 2013).

Um composto fendlico do azeite que tem particular interesse devido as suas propriedades
¢ a forma dialdehidica da aglicona do descarboximetiligustrosideo e foi relatado pela primeira vez
no azeite virgem extra em 1993 por Montedoro (Montedoro & Servili, 1993). Uma década depois
da sua descoberta, Andrews e seus colaboradores relataram que este composto era responsavel
pela irritacdo da garganta e pelo picante provocado por alguns azeites, confirmado mais tarde
por Beauchamp et al. (2005) sendo denominado Oleocantal (“6leo” para azeitona, “canth” para

|H

picante e “al” para aldeido). Estudos recentes com o oleocantal demonstraram o seu grande

potencial anti-inflamatdrio, anticancerigeno e neuroprotector (Lucas et al., 2011).
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A forma dialdehidica da aglicona da oleuropeina, conhecida como oleaceina, apresentou
propriedades semelhantes ao oleocantal, no entanto apresenta propriedades protetoras face ao
cancro da mama e uma potente atividade anti-inflamatdria superior ao do hidroxitirosol. O
estudo de Czerwinska e seus colaboradores comprova a atividade da oleaceina como um dos
constituintes mais abundantes na fracdo fendlica do azeite virgem extra contra as incidéncias
cardiovasculares, podendo desempenhar um papel na prevencdo primaria e secundaria das
doencas das artérias corondrias, protegendo a parede arterial contra as alteracdes pro-

aterogénicas induzidas pelos neutrofilos (Czerwinska et al., 2014).

O oleocantal e a oleaceina sdo compostos fendlicos do azeite e derivam respetivamente
do hidroxitirosol e do tirosol pertencente a classe dos fenil-alcoois, sendo moléculas importantes
do ponto de vista nutracéutico. Em particular, a oleaceina e a oleuropeina aglicona sdo derivados
do hidroxitirosol, enquanto o oleocantal e o ligndsido aglicona sdo derivados do tirosol. As
concentragGes dos fenil-dlcoois sdo geralmente baixas no azeite recém-extraido e tendem a
diminuir durante o armazenamento gracas a hidrolise realizada pela betaglucosidase (contida no
mesocarpo do fruto) de derivados esterificados (secoiriddides) que os contém na estrutura ou
oleuropeina e ligstrosideo para dar os correspondentes derivados agliconicos oleaceina,

oleocantal, oleuropeina, aglicona e aglicona ligstosidica. (Scalzo &Scarpati, 1993).

Geralmente a sensacdo de irritacdo causada por substancias é percebida em toda a area
da cavidade oral, enquanto que a sensac¢do de irritacdo causada pelo azeite virgem extra é sentida
apenas na zona do trato orofaringeo (Figura 1.14). A intensidade dessa sensacdo varia de
individuo para individuo e passa de um simples “arranhar” a uma intensa irritacdo, produzindo a
tipica "tosse" nas pessoas mais sensiveis. Estudos recentes identificaram um recetor de canal
especifico para o oleocantal denominado TRPA1 (canal catidénico de potencial receptor de
transientes, subfamilia A, membro 1) e a variabilidade interindividual dessa sensacdo pode estar

associada a uma expressao desse recetor no trato orofaringeo (Cicerale et al., 2012).

Beauchamp e colaboradores isolaram e identificaram o oleocantal como um anti-
inflamatdrio ndo esterdide presente na forma natural no azeite virgem extra, caracterizado por
uma atividade inibidora da cicloxigenase (COX-1 e COX-2) semelhante a atividade do ibuprofeno
no seu mecanismo de acdo (Beauchamp et al., 2005). Recentemente, investigadores do Centro

para a Investigacdo da Atividade Fisica e Nutricdo da Austrdlia, procederam a uma revisdo dos
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diversos efeitos benéficos que o oleocantal presente no azeite virgem extra pode ter sobre os
processos patoldgicos relacionados com a inflamacgdo crdnica, entre os quais se encontram alguns
tipos especificos de cancro, as doencas degenerativas das articulacdes e neurodegenerativas

como o Parkinson e Alzheimer (Parkinson & Keast, 2014).

OROFARINGE

Figura 1.14 - A sensacdo de irritacdo do oleocantal ocorre apenas na regido da orofaringe da

cavidade oral (drea sombreada a preto) (Cicerale et al., 2012).

Os investigadores colocam a hipdtese de que o consumo regular de oleocantal poderia ser
responsavel pela menor incidéncia de doencas associadas a dieta mediterranica. Se um individuo
consumir 50 g de azeite virgem extra diariamente contendo cerca de 200 pg/ml de oleocantal,
considerando uma absorcdo de 60-90%, entdo a ingestdo total de oleocantal é de 9 mg por dia.
Essa dose é relativamente baixa e corresponde a 10% da dose recomendada de ibuprofeno para
aliviar a dor num adulto (Beauchamp et al.,2005) e também é conhecida como uma baixa dose

de aspirina, por exemplo, outro inibidor de COX que confere beneficios a sadde cardiovascular.

No azeite os principais compostos fendlicos com propriedades benéficas incluem o
hidroxitirosol e os seus derivados, como o tirosol ou a oleuropeina. As provas cientificas relativas
a estes compostos no azeite sdo de tal forma ja consistentes, que, em 2011, foi autorizada uma
alegacdo de salude especifica para os “Polifendis do azeite”. De facto, foi demonstrada uma
relacdo direta e consistente entre a “dose” ingerida de polifendis do azeite e a reducdo da
oxidacdo dos lipidos sanguineos, nomeadamente do colesterol-LDL. Relativamente a outras
atividades bioldgicas, incluindo a atividade anti-inflamatdria do oleocantal, aparentemente
semelhante ao ibuprofeno, ndo foi ainda encontrada evidéncia cientifica suficiente para validar

novas alegacdes (Casal et al., 2017).
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Neste sentido, foi introduzido no Regulamento (CE) 432/2012 de 16 de maio a utilizagdo
de uma alegacdo de saude para os compostos fendlicos do azeite: “os compostos fendlicos do
azeite contribuem para a protec¢do dos lipidos sanguineos do stress oxidativo”. Contudo, para que
esta alegacdo seja permitida, o azeite tem de conter pelo menos 5 mg de hidroxitirosol e seus
derivados em 20 g de azeite e o consumidor deve perceber claramente de que o efeito benéfico
é obtido com uma dose didria de 20 g de azeite, ou seja, o equivalente a cerca de duas colheres

de sopa.

Pelaimportancia deste tema nas varias comunidades cientificas houve necessidade de criar
uma equipa multidisciplinar internacional, distinta, constituida por membros com diversos
interesses no campo da pesquisa, gastronomia e media. A “International Society of Oleocanthal
(QIS), Health-Olive -Food” foi criada em maio de 2015 por cientificos, nutricionistas, médicos,
dietistas, cozinheiros e profissionais do mundo da comunicagdo. A sua principal missao é facilitar
a investigacdo sobre o oleocantal, tal como as técnicas analiticas e informacdo sobre outros
componentes tais como a oleaceina e derivados fendlicos, incentivando a pesquisa e divulgacdo
dos resultados na comunidade cientifica, tornando os potenciais promotores de salde acessiveis
ao publico em geral. Uma adequada utilizacdo de azeite virgem extra com elevados teores
fendlicos na dieta didria pode equiparar-se a um alimento funcional. Os membros fundadores
provém de Espanha, Grécia e Estados Unidos, sendo expectdvel a sua expansdo pela
manifestacdo de intencao de adesdo de especialistas de Italia, Australia, Franca, Tunisia, Crodcia

e Portugal. (Mercacei,2018).

Uma das atividades anuais desenvolvidas desde 2016 foi o concurso a nivel internacional
do “Azeite Virgem Extra mais saudavel do mundo” reservado a azeites virgem extra avaliados em
trés categorias diferentes: pela sua composicdo em gordura saturada e insaturada (entre 12,5%
e 18% para as saturadas e entre 82% e 87,5% para as insaturadas), pelo seu teor em fendis e pelo
seu teor em oleocantal, fenol responsavel pela particular caracteristica do picante e por estar
demonstrado cientificamente que intervém nos processos terapéuticos contra o cancro, sendo
também anti-inflamatdrio, antipirético e analgésico intervindo na coagulacdo do sangue e na

regulacdo das prostanglandinas (Sociedad Andaluza del Oleocanthal, 2018).
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1.5 OBJETIVOS

Na regido Alentejo podem encontrar-se variedades autdctones de azeitona que
apresentam caracteristicas bem diferenciadas das restantes variedades implantadas atualmente
em Portugal. Com propriedades benéficas para a salde e elevada qualidade nutricional, o azeite
virgem extra € uma gordura vegetal nobre, gracas a sua composicdo quimica Unica. Produtos
inovadores, de elevada qualidade nutricional, com beneficios para a saude e de conservacdo
alargada, sdo uma mais-valia no sector agro-alimentar. A revisdo bibliografica demostra que até
a data sdo escassos os trabalhos que avaliam a variabilidade na composicdo fendlica nos azeites
provenientes de variedades de azeitona portuguesas. Os recentes estudos sobre o elevado poder
anti-inflamatdrio, antipirético e analgésico do oleocantal e da oleaceina, com efeitos inerentes a
salde sugerem a possibilidade de classificar os azeites obtidos de diferentes variedades em

funcdo do seu conteldo.

Com este trabalho pretende-se caracterizar os azeites em estudo obtidos de diferentes
variedades nacionais e estrangeiras, com base nos valores dos parametros de qualidade
regulamentados oficialmente. Uma vez conhecidos estes parametros e a dependéncia varietal
dos mesmos, assim como a variagdo com a maturacgdo do fruto, existem outros parametros de
qualidade que ndo estdo incluidos nas normas mas que sao utilizados igualmente. A influéncia
dos compostos minoritarios na capacidade antioxidante do azeite virgem extra é importante para
avaliar a protecdo a oxidacdo e deterioracdo do azeite, pelo que se analisam o conteddo em
compostos fendlicos, em flavondides, a atividade antioxidante, o contelddo em pigmentos
(clorofila e carotendides), a cor e o teor em oleocantal (p-HPEA-EDA) e oleaceina (3,4-DHPEA-

EDA).

Estes parametros permitem estabelecer uma qualidade potencial que oriente e sirva como
valor referencial os produtores da regido. A qualidade do azeite é um elemento diferenciador,

permitindo a pratica de melhores precos num mercado cada vez mais competitivo.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIA PRIMA

O estudo decorreu durante a campanha de azeitona de 2017/2018. Nos meses de
novembro e dezembro foram recolhidos cerca de 30 kg de azeitona de cada cultivar num total de
sete cultivares: Arbequina, Blanqueta, Cordovil, Cobrancosa, Galega, Picual e Verdeal,
provenientes de diferentes explorac@es olivicolas localizadas na regido Alentejo. Na Figura 2.1

apresenta-se um mapa com a localizacdo geografica dos pontos de recolha das amostras.
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Figura 2.1 — Localizacdo geografica dos pontos de recolha de azeitona

(1 - Estremoz, 2 — Moura, 3 — Beja)

Os olivais selecionados seguem o modo de producdo integrado sob sistema intensivo, em
regime de regadio e sequeiro, conforme a Tabela 2.1. As técnicas culturais praticadas nestas

exploracdes garantem um adequado controlo fitossanitario, de forma a assegurar frutos de

qualidade.
Tabela 2.1- Caracterizacao dos olivais onde foram recolhidas as amostras
Cultivar Concelho Freguesia Regime |dade Compa~sso di
(anos)  plantagdo (m?)
Arbequina Beja Sta.Clara Louredo regadio 15 7x5
Blanqueta Estremoz Veiros regadio 15 7x8
Cobrangosa Moura Unido Freguesias regadio 6 7x8
Cordovil Moura Unido Freguesias regadio 6 7x8
Galega Moura Unido Freguesias regadio 5 8x5
Picual Moura Amareleja regadio 13 7x7
Verdeal Moura Unido Freguesias sequeiro 50 7X6

Os frutos foram recolhidos na época normal de colheita (Tabela 2.2) e transportados em

caixas plasticas perfuradas. Estabeleceu-se um peso por caixa de 15 kg com o objetivo de
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preservar as melhores condi¢Ges de conservagdo e transporte, promover o arejamento e evitar

0 esmagamento entre os frutos.

Tabela 2.2 - Codificagdo das amostras de azeite e data da colheita da azeitona

Amostra Cultivar Data da colheita
Abq Arbequina 21.11.2017
Blg Blanqueta 06.11.2017
Cbr Cobrancosa 26.11.2017
Cdv Cordovil 26.11.2017
Glg Galega 08.11.2017
Pcl Picual 21.11.2017
Vrd Verdeal 19.12.2017

Através da reproducdo do processo industrial, a escala de laboratério, pelo método
Abencor criado por Levi de Ledn para determinacdo do rendimento industrial da azeitona foi
possivel obter o azeite das amostras. Este método segue as mesmas fases do sistema de extracdo
de azeite: moenda da azeitona, batimento da massa, centrifugacdo e decantacdo (Frias Ruiz et
al., 1999), como se pode verificar pelo equipamentos utilizados na Figura 2.2. A extracdo do azeite
de todas as amostras de azeitona recolhidas foi efetuada no mesmo equipamento pertencente
ao laboratério de andlises de um lagar particular, no préprio dia em que as azeitonas foram

colhidas, como forma de evitar processos de degradacdo da matéria prima.

Figura 2.2- Equipamento Abencor (1 - moinho, 2 — batedeira, 3 — centrifuga)

Apds extracdo e decantagdo procedeu-se a filtragdo do azeite para remogdo de pequenas
particulas. Posteriormente as amostras de azeite foram conservadas em frascos de plastico de

250 mL sob condicGes de refrigeracdo (42C) e transportadas até as instalacdes do Departamento
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de Ciéncias e Tecnologia da Biomassa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade

Nova de Lisboa (FCT-UNL), mantendo-se nestas condicdes até a sua analise.

2.2 METODOS UTILIZADOS

Neste capitulo sdo descritas as analises efetuadas as amostras de azeitona e de azeite

virgem, baseadas em normas, regulamentos europeus ou métodos internos.

2.2.1 DETERMINACAO DO INDICE DE MATURACAO

Para a determinacdo do indice de Maturacdo das azeitonas foi adoptado o método
estabelecido pela Estagdo de Olivicultura e Elaiotecnia de Jaén, que atribui um indice em funcao

da cor da pele e da polpa da azeitona (Hermoso et al.,1998).

Para as diferentes cultivares colheu-se uma amostra de azeitonas de aproximadamente 2
kg, dos quatro quadrantes da arvore e a altura do operador. Homogeneizou-se a amostra e
recolheram-se 100 frutos aleatoriamente que se classificaram de acordo com uma escala de
categorias com valores compreendidos entre 0 a 7 (Tabela 2.3). Esta analise foi realizada no

laboratdrio do lagar da Olidal (Estremoz).

Tabela 2.3 — Escala para obtencdo do indice de Maturacdo (Hermoso et al.,1998)

Cor da azeitona/Categoria Valor
Pele verde intenso 0
Pele verde amarelada
Pele verde com manchas arroxeadas em menos de 50% do fruto
Pele roxa em mais de 50% do fruto
Pele negra e polpa branca
Pele negra e polpa roxa em menos de 50%
Pele negra e polpa roxa sem chegar ao carogo
Pele negra e polpa totalmente roxa até ao carogo

N O bk wWwN e

O Indice de Maturacdo é determinado pelo somatério dos produtos do numero de
azeitonas de cada categoria multiplicado pelo respetivo valor numérico, de acordo com a tabela
2.3, dividido por 100, obtendo-se valores entre O (todos os frutos com pele verde intensa) e 7
(todos os frutos com a pele negra e polpa totalmente roxa até ao caroco). O método estipula que

0 azeite se encontra totalmente formado quando o indice de Maturac3o atinge valores de 3,5;
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estando a maioria dos frutos nas categorias de valor 2 e 3, alguns jd com pele negra (categoria de
valor 4 ou superior) e poucos com a pele verde amarelada (categoria de valor 1) (Hermoso et al,

1991).

Esta classificacdo efetuou-se em todas as amostras, imediatamente apds a recolha. Para as
classificacGes nas categorias de valor 4, 5, 6 e 7 foi necessario cortar longitudinalmente a

azeitona.

2.2.2 DETERMINACAO DO RENDIMENTO, HUMIDADE, GORDURA TOTAL E NA MATERIA SECA

A dgua e o azeite sdo os constituintes maioritarios da azeitona madura. A quantidade de
agua contida no fruto é medida pela humidade (H), expressa em percentagem de dgua referente
ao peso total do fruto. A quantidade de azeite é medida pela gordura total (GT, expressa em
percentagem de gordura referente ao peso total do fruto. A gordura na matéria seca (GMS) é um
parametro muito mais estavel por nao ser influenciado pela humidade contida na azeitona,

calculada pela equacdo 2.1:

Gordura total (%)
100—Humidade (%)

Gordura na matéria seca (%) = Equagdo 2.1

O rendimento industrial, em percentagem, obtém-se a partir da seguinte equacgdo 2.2:

volume de azeite obtido (mL) X 0.916
quantidade de pasta obtida (g)

Quantidade de azeite na amostra (%) = Equagdo 2.2

Através do equipamento Foss Olivia™, que utiliza a tecnologia de luz infravermelha
proxima (NIR) (Figura 2.3), foi possivel determinar a gordura total, humidade e gordura na matéria
seca para cada uma das amostras de azeitona, em triplicado. Apds trituracdo da amostra
depositaram-se 75 gramas de massa de azeitona no recipiente do equipamento para leitura de
30 segundos no equipamento, calibrado para cada tipo de azeitona. A técnica NIR, de
infravermelho préximo, tem sido muito utilizada na indUstria do azeite para a determinacdo de
certos parametros analiticos como a quantidade em gordura, a humidade, a acidez em amostras
de azeitonas, azeite e bagaco (Sato, 1994; Garcia et al., 1996; Jiménez et al., 2000; Bertran et al.,

2001; Muik et al., 2004).

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 48



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

Figura 2.3 - Equipamento Foss Olivia ™

A extratabilidade do processo calculou-se como a percentagem de azeite extraido em
relacdo ao total obtido. Este parametro indica o tipo de pasta de azeitona com que se vai trabalhar

e a sua capacidade de libertar o azeite que contém (Mufioz-Aranda & Alba, 1980).

. Rendimento industrial (Abencor)(%) .
Grau de extratabilidade (%) = T (%) x 100 Equagéo 2.3
0

2.2.3 DETERMINACAO DOS ACIDOS GORDOS LIVRES

A determinacdo dos acidos gordos livres foi efetuada de acordo com o Regulamento CE
2568/91, anexo |l alterado pelo Regulamento (CE) n2702/2007 da Comissdo de 21 de junho e
Regulamento de Execucdo (UE) 2016/1227 da Comissdo de 27 de julho, no Laboratério de
Andlises Quimicas Professor Santos Oliveira do Departamento de Tecnologia da Biomassa da

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (LAQ-FCT UNL).

Pesaram-se cerca de 10 g de amostra de azeite na balanga Explorer Pro EP213 que se
dissolveram em 50 mL de uma mistura de solventes 1:1 em volume, éter e etanol a 95%,
previamente neutralizada. A titulacdo dos acidos gordos livres presentes efetuou-se, com
agitacdo, com uma solucdo de NaOH 0,1 N, utilizando 3 gotas de fenolftaleina como indicador

(solucdo 1%, Panreac) até obtencdo de um tom rosa palido. Os valores do volume de NaOH 0,1IN
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utilizado na titulacdo foram registados e os resultados foram expressos em percentagem de acido

oleico através da Equacdo 2.4, descrita seguidamente:

VxcxM

Acidez (% de acido oleico) = Toxm

Equacdo 2.4

em que (V) representa o volume, em mL, de titulante, NaOH, gasto na neutralizacdo dos
acidos; (c) representa a concentracdo em moles por litro, de titulante NaOH; (M) representa a
massa molar, 282 g/mol, expressa em gramas por mol de dcido oleico; (m) a massa de mostra em

g, utilizada inicialmente.

2.2.4 DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDOS

A determinacdo do indice de perdxidos realiza-se por iodometria em que a amostra
dissolvida em acido acético e cloroférmio é tratada com solucdo de iodeto de potdssio. O iodo
libertado valoriza-se com a solugdo de tiossulfato de sédio de normalidade conhecida. Os
perdxidos consideram-se como os primeiros produtos da oxidacao das gorduras e a sua formacao
segue, pelo menos durante as primeiras etapas, um desenvolvimento paralelo a quantidade de
oxigénio absorvido. Existem vdrios fatores que influenciam a velocidade da oxidacdo das
gorduras, como certas substancias com cardcter antioxidante que retardam esse processo e
outroscomo aluz, o calor, as ligas metalicas e os catalisadores organicos que aceleram o processo

de oxidacdo (Frias Ruiz et al., 1999).

A analise foi realizada no LAQ-FCT UNL de acordo com a metodologia de analise descrita
no anexo Il do Regulamento CEE n 2568/91, , alterado pelo Regulamento de Execugdo (UE) n2

2016/1784 da Comissdo de 30 de setembro.

Para esta determinacao foi realizado um ensaio em branco e em duplicado para cada uma
das amostras. Pesaram-se 5 g de amostra de azeite na balanca Explorer Pro EP213 e adicionaram-
se 10 mL de cloroférmio, que se dissolveu rapidamente por agitacdo. Adicionaram-se 15 mL de
acido acético (99,8% de pureza, Carlo Erba Reagents) e seguidamente 1 mL de solucdo de iodeto
de potassio (14 g de iodeto de potdssio em cerca de 10mL de dgua destilada). Tapou-se e agitou-

se durante 1 minuto e deixou-se 5 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente.
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Adicionaram-se cerca de 75 mL de dgua destilada. Procedeu-se a titulagdo do iodo libertado com
a solucdo de tiossulfato de sédio 0,01 N, com agitacdo e utilizando a solucdo de amido como
indicador (solucdo de 10g/L). Os resultados foram expressos em miliequivalentes de oxigénio

ativo por kg, através da equacdo 4:

indice de perdxidos (meq 0,/kg) = w Equagdo 2.5

em que (V) representa o volume, em mL, de titulante, tiossulfato de sédio utilizado com a
correcdo relativa ao ensaio em branco; (T) representa a molaridade da solucdo de tiossulfato de

sédio, em mol/L; (m) é o peso da amostra, em gramas.

2.2.5 DETERMINACAO DOS INDICES ESPECTOFOTOMETRICOS (K232,K270)

Para a determinacdo dos indices espectrofotométricos utilizou-se a metodologia de andlise
descrita no anexo IX do Regulamento CEE n22568/1991, , alterado pelo Regulamento (CE)
n21989/2003 da Comissdo de 6 de novembro e Regulamento de Execucdo (EU) 2015/1833 da
Comissdo de 12 de outubro. Os coeficientes de extingcdo Kisz e Ky70 , absorcdo del% de solugdo
m/v deiso-octanoa 232 e 270 nm, respetivamente com 1 cm de comprimento de percurso, foram
medidos utilizando um espectrofotémetro UV SPEKOL 1500 Analytik Jena, no Laboratério de
Ensaios Bioldgicos do Departamento de Tecnologia da Biomassa da Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (LEB-FCT UNL).

Pesaram-se 0,1 g de amostra de azeite na balanca Explorer Pro EP213 completando o
volume de 10 mL com o solvente ciclohexano (99% pureza, Lab-Scan) e homogeneizou-se no VWR
Analog Vortex Mixer, de forma que a solucdo ficasse perfeitamente limpida. As leituras das
absorvancias foram lidas em espetrofotémetro SPEKOL 1500 Analytik Jena em células de quartzo,
a um comprimento de onda de 232 nm e 270 nm. Para que os valores de exting¢do registados da
absorvancia a 232 nm estivessem compreendidos entre 0,1 e 0,8 foi necessaria a diluicdo de 0,5

mL da solucdo inicial em 4,5 mL de ciclohexano.

As extingdes especificas registadas nos diversos comprimentos de onda calculam-se pela

seguinte equacao 5:

Ky=—— Equacdo 2.6
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em que (K1) é a extincdo especifica no comprimento de onda 232 nme 270 nm; (E; ) éa
extingdo medida no comprimento de onda 232 nm e 270 nm;(c) é a concentracdo da solugdo em

g/100 mL; e (s) o percurso ético na célula de quartzo em cm.

Apds medida a absorvancia a 270 nm repetiu-se a medi¢cdo a 266 nm e a 274 nm para

determinar a variagdo de extincdo especifica (AK) dada pela equagdo 2.7:

Equacdo 2.7

Kimax -4 + KAmax + 4
AK= ||<m—( )I

2

em que Kn, é a extingcdo especifica no comprimento de onda 270nm.

2.2.6 DETERMINACAO DO TEOR EM COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacgdo do teor em compostos fendlicos totais foi efectuada pelo ensaio de Folin-
Ciocalteu (Pires et al., 2018; Souza et al., 2018b e 2019). O método baseia-se na reducdo de um
complexo de molibdénio-tungstato-fésforo (solugdo de Folin-Ciocalteau), em meio basico, por
parte dos compostos fendlicos existentes. Efectuam-se as leituras espectrofotométricas das
absorvancias a 760 nm apds reacdo das amostras com a solugdo Folin-Ciocalteau, e utilizando-se
o acido gélico como padrdo (Singleton et al., 1999). Desta forma, quanto maior for a quantidade
de compostos fendlicos presentes na amostra, maior serd a absorvancia a este comprimento de

onda (Huang, et al., 2005; Apak, et al.., 2007).

A determinacdo foi efetuada para trés volumes diferentes de cada amostra de azeite: 0,1
mL, 0,05 mL e 0,02 mL, em tubos de ensaio, aos quais se adicionou dgua destilada até perfazer 1
mL. Para cada tubo de amostra diluida adicionou-se 3 mL de dgua destilada, 0,25 mL de reagente
de Folin-Ciocalteau e agitou-se em vortex VWR Analog Vortex Mixer para homegeneizar a
solugdo. Apds 2 minutos, adicionou-se 0,75 mL de uma solugdo de 5% (m/v) de carbonato de
sédio e agitou-se novamente no vértex. Os tubos foram incubados durante 1 hora a temperatura
ambiente, no escuro. Preparou-se um ensaio em branco do mesmo modo, mas com a
substituicdo da amostra por dgua destilada. Todas as amostras foram preparadas em duplicado.
Apds este tempo de incubacgdo, procedeu-se a leitura da absorvancia no comprimento de onda

de 760 nm em espetrofotémetro SPEKOL 1500 Analytik Jena no LEB-FCT UNL.
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Para a realizacdo da reta de calibragdo, seguiu-se o mesmo procedimento apenas
substituindo a amostra por diferentes concentracdes de acido galico, variando de 0 a 120 mg/L.
Desta forma, os compostos fendlicos totais das amostras foram expressos em equivalentes de

acido gélico.

2.2.7 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A quantificacdo das propriedades de sequestro de radicais foi observada pela reducdo de
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), como descrito por Brand-Williams et al. (1995). Esta molécula
tem cor pUrpura e possui um eletrdo desemparelhado, em que a doag¢do de um hidrogénio leva
a perda da sua absorcdo especificaa 517 nm; o radical vai desaparecendo, dando lugar a hidrazina
correspondente, alterando a cor de purpura para amarelo. Desta forma, a atividade antioxidante
pode ser determinada através da avaliacdo da diminuicdo da absorcdo do DPPH a 517 nm

(Magalhdes et al.., 2008; Micelli et al.., 2009; Moon e Shibamoto, 2009).

A determinacdo da atividade antioxidante efetuou-se no LEB-FCT UNL de acordo com o
método de capacidade de sequestro do radical DPPH segundo Magalhdes et al. (2008), Moon e
Shibamoto (2009) e Miceli et al. (2009).

Para esta determinacdo as amostras foram diluidas a diferentes concentracGes com etanol.
Adicionou-se 3 mL de solucdo etandlica DPPH e 1 mL de amostra em tubos de ensaio que foram
incubados no escuro durante 20 minutos e a temperatura ambiente. As leituras das absorvancias
foram lidas no espetrofotémetro SPEKOL 1500 Analytik Jena, a um comprimento de onda de 517
nm. Realizou-se também um controlo em que no lugar da amostra se adicionou 1 mL de etanol.
Foi realizada uma curva de calibracdo com &acido ascérbico com diferentes concentracGes. A
actividade antiradicalar das amostras relativamente ao DPPH pode ser expressa em mg de
equivalentes de acido ascérbico (EAA) por mL, em que a percentagem de inibicdo é calculada

através da Equacdo 2.8:

% Inibicdo (MgEAA/ML)= (ADS sem amostra — ADS com amostra/ ADS sem amostra) X 100 Equacgdo 2.8

Os resultados obtidos foram expressos em mg EAA/kg de azeite, tendo-se utilizado o valor

0,916 g/L de densidade do azeite (COI, 1996).
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2.2.8 DETERMINAGAO DO INDICE ESPECTROFOTOMETRICO K5

A intensidade do sabor amargo pode ser determinada pelo método desenvolvido por
jimenez et al. (1992), baseado na extracdo dos constituintes amargos com metanol e a medicdo
do coeficiente de extingdo especifico a 225 nm. Mateos et al. (2014) desenvolveram um método
rdpido de determinacdo do amargo sem prévia separacdo dos compostos fendlicos do azeite
através de uma extracdo sélido-liquido. Este método baseia-se na alteracdo do espectro dos

compostos fendlicos do azeite como consequéncia da modificacdo do pH do meio.

Para esta analise, efetuada no LEB-FCT UNL, foi necessario preparar a solucdo tampao
Britton-Robinson pH 5 e as amostras de azeite. Num baldo volumétrico adicionaram-se 6,8 mL de
acido ortofosférico 1M e 5,7 mL de dcido acético 1M. Pipetou-se 0,5 mL dessa solucdo, 1.6 mL de
acido bodrico 0,3 M e 4gua destilada até perfazer 100 ml. Ajustou-se o pH a 5 com hidrdxido de
sédio 0,1N no medidor Crison Micro pH 2001 para obtenc¢do da solugdo tampao Britton-Robinson
pH 5. Num tubo de ensaio colocaram-se 4 gotas de azeite (aproximadamente 0,13 gr.) e
adicionaram-se 13,5 mL de propanol e 1,2 mL de solugdo tampao Britton-Robinson pH 5, agitou-
se vigorosamente com a finalidade de obter uma solucdo perfeitamente transparente. Avaliou-
se a absorvancia a 225 nm. Introduziu-se no tubo de ensaio 50 pL hidroxido de sodio a 1% e
repetiu-se cada 60 segundos correspondendo a primeira leitura ao tempo inicial de 0 segundos.
Este procedimento é repetido de forma continua durante 300 segundos. Durante todo o processo
realiza-se uma monitorizacdo continua da absorvancia da solucdo. Finalmente calcula-se a
diferenca entre a absorvancia final e inicial (Aspps-Aos). Tal como se observa na Figura 2.4 é possivel
correlacionar a diferenga da absorvancia (Aspos-Aos) com a medida convencional do amargo a 225
nm.
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Figura 2.4 — Correlac3o linear entre (A3gos - Aos) e Ko25 (Mateos et al., 2014)

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 54



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

A reta do gréfico da figura 2.4 é representada pela Equacdo 2.8:

Y=0,7823x+0,1796  (R’=0.9715) Equacdo 2.8

em que (Y = (Aspos — Aos)) representa o incremento da absorvancia ao fim de 300 s e (x) representa
0 Ka2s. Os valores de absorvancia das amostras foram aplicados a equacdo da reta para obtencgdo

dos valores de K5 das diferentes amostras de azeite (Mateos et al., 2014).

2.2.9 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES

2.2.9.1 Extracdo da fase fendlica das amostras

Para a determinacdo do teor de flavondides por métodos colorimétricos foi necessario
efetuar um pré-tratamento das amostras para a extracdo dos compostos fendlicos polares tendo

sido adotado o procedimento de Gouvinhas et al. (2015).

Foram utilizados 4 mL de amostra de azeite num tubo de ensaio, seguindo-se a adi¢cdo de
2,5 mL de hexano e 2,5 ml de mistura 80:20 de MeOH e dgua milli-Q (agua ultra-pura). A mistura
foi agitada no vértex VWR Analog Vortex Mixer durante 3 minutos e apds decantacdo a fase
inferior foi cuidadosamente retirada e reservada para um novo tubo de ensaio. A mistura restante
adicionou-se 2,5 mL de hexano e 2,5 mL de MeOH e dgua milli-Q (80:20), sendo agitada no vortex
durante 3 minutos. Apds decantacdo da solucdo a fase inferior foi recolhida para o tubo de ensaio

anterior. Este procedimento repetiu-se novamente.

2.2.9.2 Teor de flavonodides

Os flavondides totais foram medidos pelo método de complexa¢cdo com o aluminio na

presenca de nitrito (Barros et al., 2010).

Para esta determinacdo foram adicionados num tubo de ensaio 500 plL da solucdo de
amostra resultante do procedimento de extracdo anterior, descrito em 2.2.9.1, e 150 ulL de
NaNO; a 5% p/v. Apds 6 minutos a temperatura ambiente adicionou-se 150 uL de AlCl3 a 10% p/v,
agitou-se em vortex VWR Analog Vortex Mixer para homegeneizar a solu¢do. Apds 6 minutos

adicionou-se 2 mL de NaOH a 4% p/v e dgua mili-Q até perfazer o volume de 5 mL, e agitou-se
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novamente no vortex. Os tubos foram incubados no escuro durante 15 minutos, a temperatura
ambiente. Foram realizados dois ensaios em branco: um branco preparado do mesmo modo, mas
com a substituicdo da amostra por dgua e um branco preparado do mesmo modo com a
substituicdo dos reagentes com excecdo do NaOH. Todas as amostras foram preparadas em
triplicado com diferentes concentracdes de 500 plL, 250 pL e 100 pL. Apds este tempo de
incubacdo procedeu-se a leitura da absorvancia no comprimento de onda de 510 nm em
espetrofotdmetro PHARMACIA LKB — Novaspec Il no Laboratdrio de Quimica Analitica do
Departamento de Tecnologia da Biomassa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade

Nova de Lisboa (LQA-FCT UNL).

Realizou-se uma curva de calibracdo de catequina em diferentes concentracdes (0 — 100

mM /mL) e os resultados foram expressos em mM equivalentes de catequina (MMEC/mL).

2.2.10 DETERMINAGAO DA COR

2.2.10.1 Pigmentos (carotendides e clorofila)

A determinacdo dos pigmentos (clorofila e carotendides) efetuou-se de acordo com o
método desenvolvido por Minguez-Mosquera et al. (1991). A fracdo de clorofila a 670 nm e a
fracdo de carotendides a 470 nm foram avaliadas a partir do espectro de absorcdo de 1,5 g de
amostra de azeite dissolvido em ciclohexano (5 mL) em células de quartzo. As leituras das
absorvancias foram efetuadas no espetofotometro PHARMACIA LKB modelo Novaspec I, do LQA-
FCT UNL. Os teores de clorofila e caroteno sdo expressos em mg de clorofila por quilo de azeite

e mg de carotendides por quilo de azeite, e calculados conforme as Equagdes 2.9 e :

Clorofila (mg/kg) = (A670x1076)/(613x100xd) Equagdo 2.9

Carotendides (mg/kg) = (A470x1076)/ (2000x100xd) Equagdo 2.10

em que (A) é a absorvancia lida e (d) a espessura da célula espectofotométrica (1 cm).

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 56



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

2.2.10.2 Escala CIELAB

As leituras foram efetuadas no colorimetro CR-410, Konika Minolta, em triplicado, no LAQ
-FCT UNL, que foi previamente calibrado com uma cerdmica branca. Para determinagao da cor
calculou-se o valor de Chroma (c*)(Equacdo 2.11) e angulo de Hue (Equagdo 2.12) pelos valores
de a* e b* obtidos nas leituras, através da seguinte equacdo (Pastor et al, 2013; Souza et al.,

2017; Souza et al., 2018c).

C*=(a*? + b*?)Y/? Equagdo 2.11

Angulo de Hue = arctan™ (b a), a>0 ; arctan™ (b a) + 180, se<0  Equacdo 2.12

2.2.11 DETERMINACAO DO TEOR DE OLEOCANTAL E OLEACEINA

Existem varios tipos de andlise para determinar os teores de oleocantal e de oleaceina. A
técnica mais utilizada e reconhecida pelo COl é por cromatografia liquida de alta resolucdo
(HPLC). As técnicas por espectofotometria de massas (LS-MS/MS) e por ressonancia magnética
nuclear (RMN), técnica mais recente e precisa, também sdo utilizadas. Maggitis e Melliou,
investigadores responsaveis pela técnica RMN (Karkoula et al., 2012) desenvolveram um kit de
baixo custo (Aristoleo® Test Kit) para determinacdo colorimétrica rapida que permite selecionar
0 azeite com teores elevados de compostos fendlicos no lagar (Cirimina et al., 2016), sendo
parceiros no Programa Aristoil Interreg Mediterraneum financiado pela Unido Europeia para

estudar a producdo desta categoria de azeite.

Através de uma escala de cores, o Aristoleo® Test Kit, calibrado por RMN (Ressonéncia
Magnética Nuclear), possibilita aos produtores de azeite uma analise rapida e econdmica aos
lotes de azeite virgem extra, permitindo determinar valores de oleocantal e de oleaceina entre
50 a 1000 mg por kg de azeite. Estes compostos fendlicos sdo considerados como promotores de

salde pelas suas propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (Aristoleo, 2018).

Para as diferentes amostras de azeite foram determinados os teores de oleocantal e
oleaceina de acordo com as instru¢Bes do Aristoleo® Test Kit, em duplicado (Figura 2.5).
Transferiram-se 7,5 ml de azeite para o frasco Aristoleo com a ajuda de uma pipeta, até o seu

nivel coincidir com as setas do rétulo do frasco. Utilizando a seringa fornecida pelo kit removeu-
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se do frasco A o 4cido acético para o frasco para injetaveis e agitou-se durante 30 segundos.
Seguidamente com a seringa removeu-se lentamente todo o conteldo do frasco B e introduziu-
se no frasco Aristoleo de 12 mL. Agitou-se vigorosamente por 30 segundos e deixou-se repousar
por 60 segundos. Removeu-se o conteddo do frasco C e introduziu-se no frasco Aristoleo que
apds 30 segundos de agitagdo se deixou em repouso durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Apds esse periodo observou-se a cor do liquido na parte inferior do frasco Aristoleo e

comparou-se com o indice de cores representado na Figura 2.6.

Figura 2.5 —Aristoleo® Test Kit e respetivo material (seringa, pipeta Pasteur, frasco Aristoleo AR,
escala Aristoleo, frasco A, B, C) preparado para 10 andlises(Aristoleo, 2018)

50 150 250 500 750 1000
mg per kg
Total combined amount of oleocanthal and oleacein
Iuvolkn ouvbvaopivn moodtnra eAatoxavBain kxai ehalacivn

Figura 2.6 — Escala de cores do Aristoleo® Test Kit para determinacdo da combinacdo

total de oleocanthal e oleaceina (mg/kg) (Aristoleo, 2018)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INDICE DE MATURACAO

O periodo de maturacdo é considerado como o tempo que decorre desde o aparecimento
de manchas violdceas até a coloracdo definitiva da pele e da polpa da azeitona (Humanes, 1992),
sendo influenciado pelas condicdes edafo-climaticas e caracteristicas varietais (Hermoso et
al.,1998). Na maioria das variedades, a maturacdo dos frutos na mesma planta ndo ocorre em
simultaneo, mas de forma escalonada (Humanes & Civantos, 2001), como se pode verificar nas

amostras recolhidas (Figura 3.1).

arbequina blanqueta cobrancgosa cordovil
22.11.2017 6.11.2017 26.11.2017 26.11.2017

galega picual verdeal
8.11.2017 21112017 19.12.2017

Figura 3.1 — Azeitonas de diferentes cultivares utilizadas no ensaio e respetivas datas de colheita

O aparecimento de manchas violdceas nos frutos marca o inicio da maturagao que podem
surgir junto ao apice, na regido de inser¢cdo do pedunculo, ou aleatoriamente. Ao longo da
maturacdo, a acumulacdo de antocianinas aumenta e progride a coloragdo violdcea na epiderme
até ficar totalmente negra em algumas variedades. Cada variedade apresenta um padrdo
geneticamente determinado de coloracdo dos frutos, mas que esta condicionado pelas condi¢des
climaticas observadas em cada ano, pela producdo de frutos em cada oliveira e pelo estado
sanitdrio. A época de maturacdo é uma caracteristica varietal, existindo variedades temporas
(como a Arbequina e a Blanqueta) e variedades tardias (como a Verdeal de Serpa) (Cordeiro &

Inés, 2017).
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Da comparacdo entre o estudo da evolugdo da maturacdo durante a campanha de
2015/2016 realizado por Cordeiro et al. (2016) na Colecdo Portuguesa de Referéncia de Cultivares
de Oliveira(CPRCO)em Elvas para as variedades Cobrancosa, Galega vulgar e Verdeal de Serpa
(Figura 3.2) e os resultados obtidos, é possivel comparar pela Figura 3.1 que os comportamentos

relativamente ao estado de maturacdo aparentam ser semelhantes.

s [ — I —
|

o [ L —
I I I I 1
&l -l a A A | Al

seternbro outubro novembro

- estado frutos verdes

estado frutes verde-amarelades, fase mais adiantade
- estado frutos violdceos, fase dominante
- estado frutos negros, fase dominanta

Figura 3.2 - Evolucdo da maturagdo na CPRCO na campanha 2015-2016 (adaptado de Cordeiro et
al, 2016)

A avaliacdo do estado de maturacdo da azeitona é fundamental para a tomada de decisdo
guanto ao momento mais oportuno para realizar a colheita. Durante o periodo de maturacdo
ocorrem diversas modificacGes bioquimicas no fruto, muitas das quais expressas por alteracdes
de coloracdo (Beltrén et al., 2004), que surgem sob uma base genética, influenciadas por diversos
fatores ambientais, fitossanitarios e idade da arvore (Connor & Fereres, 2005) provocando
mudancas substanciais nos perfis de fendis, tocoferdis, clorofilas e carotendides (Matos et al.,
2005). Como tal, é comum a utilizacdo de um /ndice de Maturacéo (IM) baseado na cor dos frutos
(Hermoso et al., 1998; COI, 2011), cujos valores tém sido aferidos para diferentes cultivares nos

Ultimos anos (Casas & Bueno, 2003).

O IM é utilizado para determinar o momento étimo de colheita em que o azeite se encontra
totalmente formado. Para as variedades que desenvolvem normalmente a cor esse momento
correponde a um IM proximo de 3,5. Para este valor a maioria dos frutos estd a mudar a cor da
pele (categorias 2 e 3), alguns ja apresentam pele negra (categoria 4 ou superior) e poucos a pele

verde amarelada (categoria 1) (Hermoso et al, 1991).

Os resultados obtidos na determinacdo do indice de maturacdo das azeitonas das
diferentes cultivares a data de colheita sdo apresentados na Figura 3.3. Consoante a variedade, o

IM variou entre o valor de 1,02, na variedade Arbequina, que corresponde a frutos de cor verde
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ligeiramente amarelada e o valor de 4,18, na variedade Galega vulgar, que corresponde a um
estado de maturacdo mais avancado, com os frutos de pele totalmente negra e a polpa roxa em

menos de 50%.

7 +

indice de maturacéo

Abqg Blq Cbr Cdv Glg Pcl Vrd
Cultivar

Figura 3.3 — Valores médios e desvio padrdo do indice de maturacdo das diferentes
amostras de azeitona (Abq = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg =

Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)

Estima-se que para as variedades cujos frutos ficam completamente negros o momento
6timo de colheita se atinge quando o valor do indice de maturagdo for proximo de 3 (Humanes
& Civantos, 2001), tal como se verificou para a cv. Galega vulgar e cv.Picual que apresentam um
IM de 4,18 e 3,32, respetivamente, seguidos da cv.Blanqueta, dacv. Cobrancosa e da cv.Cordovil,
com IM de 2,83, 2,82 e 2,47, respetivamente. No entanto, existem variedades cuja epiderme
permanece verde, esbranquicada ou violdcea em que o valor do IM para o0 momento 6timo de
colheita € préximo de 2 (Humanes & Civantos, 2001), como é o caso da cv.Arbequina e da cv.

Verdeal de Serpa que apresentam IM mais baixo, de 1,02 e 2,25, respetivamente.

Avariacdo do IM entre os diferentes estados de maturacdo é crescente e gradual ao longo
do tempo, tal como referido por Ramalheiro (2009) para as cvs. Cordovil e Picual provenientes da
regido de Lisboa, que determinou no inicio de novembro de 2008 um IM de 2,7 e 4,2,
respetivamente, valores ligeiramente superiores aos obtidos. No entanto para a cv. Cordovil de
Serpa, na regido Alentejo, Baer na mesma data de colheita obteve um valor semelhante com um

IM de 2,35, sendo este valor ligeiramente inferior ao IM obtido de 2,47, na penultima semana de
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novembro na regido de Moura, Alentejo. A localizacdo do olival influencia a evolucdo do IM além

de outros fatores (Baer, 2015).

O momento 6timo de colheita estd também associado as caracteristicas dos azeites. A
partir de azeitonas no estado inicial de maturacdo obtém-se azeites de cor verde, mais
aromaticos e frutados, enquanto que de azeitonas em plena maturacdo resultam azeites cor
dourada e menos frutados. Efetivamente, segundo Herrera et al. (2012) para cada variedade
pode obter-se um azeite com diferentes intensidades nos seus atributos sensoriais, pois a medida
gue a maturacdo avancga o azeite obtido é menos intenso tanto em aroma como em sabor. Com
base neste critério seria expectdvel que todos os azeites obtidos seriam frutados e de cor verde
como se verifica no ponto 3.10, com excecdo da cv. Galega vulgar que apresentou um valor de

IM mais elevado, coloracdao menos verde e provavelmente um frutado menos intenso.

Manter as azeitonas na arvore apds alcancarem a plena maturacdo ndo traduz uma boa
pratica, pois verifica-se a acumulacdo de substancias derivadas da degradacdo do azeite, que
prejudicam a sua qualidade quimica e sensorial. Um dos defeitos sensoriais que pode surgir é
induzido pela geada, que provoca o enrugamento da azeitona por perda de agua e origina o

defeito “madeira” (Cordeiro et al.,2016).

Na determinacdo do IM da cv. Galega vulgar proveniente da regido de Elvas em trés
campanhas diferentes, verificou-se grande reprodutibilidade entre as amostras e os valores
obtidos, entre 4,5e 4,7 £0,1, ndo variaram de forma significativa (Vaz-Freire et al.,2007). O valor
obtido de 4,18 no momento 6timo de colheita para a mesma cultivar no inicio de novembro

aproxima-se desses valores.

Num estudo com a cv. Arbequina observou-se como a maturacao do fruto varia em funcao
das condic¢es de producdo. O IM dos frutos produzidos em regime de sequeiro é sempre superior
aos frutos produzidos em regime de regadio, alcancando no inicio de dezembro valores de IM de
3,86 e 1,98 para sequeiro e regadio, respetivamente (Ortega et al., 2004). Verifica-se que existe
semelhanca entre a amostra da cv. Arbequina deste ensaio, que provém de um olival de regadio,
IM de 1,02, mas ligeiramente inferior ao IM de 1,98 referido pelos autores, pois a data de colheita
é anterior, em 22 de novembro, e como ja foi referido ocorre uma evolucédo do IM ao longo do

tempo.
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Em outro ensaio sobre a influéncia do processo de maturacdo na qualidade sensorial do
azeite proveniente das variedades Picual, Hojiblanca e Picuda comprovou-se que o perfil sensorial
caracteristico de um azeite evolui durante a maturacdo do fruto, permitindo estabelecer uma
data 6tima de colheita de azeitona com o objetivo de obter azeites de maior qualidade sensorial
(Jiménez et al., 2012). Para a cv. Picual colhida em meados de novembro obteve-se um IM de 2,8
e um azeite muito frutado, com um amargo médio e um suave picante (Jiménez et al., 2012),

semelhante ao valor obtido para a mesma data, com um IM 3,32.

Por ser uma variedade tempord a cv. Blanqueta apresenta um IM préximo da cv.
Arbequina, IM de 2,82. Além disso, apresenta uma elevada queda natural a partir do inicio da
maturacdo, razdo pela qual se recomenda a realizacdo da colheita nesse estado (Cordeiro et al.,
2016). Ja as azeitonas da cv. Verdeal de Serpa por terem uma maturacdo tardia e apresentarem
uma elevada resisténcia ao desprendimento, apresentam um valor de IM de 2,25 que estd de

acordo com os valores referidos por Humanes & Civantos (2001).

Em relacdo ao indice de maturacdo todas amostras recolhidas apresentaram valores

coincidentes com o momento étimo de colheita.

3.2 RENDIMENTO, HUMIDADE, GORDURA TOTAL E GORDURA NA MATERIA SECA

A determinacdo dos dois componentes principais da azeitona, o azeite e a agua de
vegetacdo, tém uma primordial importancia. O conteldo total em azeite além de ser um
parametro necessario para avaliar o rendimento do processo de extracdo num lagar é a base para
o0 pagamento da azeitona aos agricultores. Por outro lado, a dgua de vegetacdo da propria
azeitona afeta as diferentes varidveis de regulacdo do sistema de laboracdo que estdo
relacionados com o rendimento industrial. No sistema de extracdo de duas fases é sobretudo
onde esta informacdo é util permitindo a regulacdo da posicdo relativamente ao eixo de rotacdo

e ponto de saida do azeite e a adicdo da dgua ao decantador centrifugo (Hermoso et al., 1998a).

Apesar das recomendacdes quanto a decisdo da época de colheita terem também em
conta outros critérios, nomeadamente a resisténcia ao desprendimento e a firmeza da polpa face
a colheita mecanica, a suscetibilidade a pragas e doencas, a ocorréncia de geadas em certas
regides e a colocacdo no mercado de azeites com caracteristicas distintas a nivel sensorial

(Aparicio & Luna, 2002; Rotondi et al., 2004), o teor em gordura que habitualmente se relaciona
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com o indice de maturacdo (IM) continua a ser uma indicacdo fundamental para definir o
rendimento em azeite. No entanto, existem variedades que ndo desenvolvem cor, mantém-se
verdes durante a maturacdo e o IM ndo é um bom indicador para determinar o momento étimo
de colheita. Por este motivo analisam-se diferentes parametros indicativos, como o rendimento
em gordura sobre a matéria himida ou gordura total (GMH ou GT), o rendimento em gordura

sobre a matéria seca (GMS) e o teor de humidade da azeitona (H) (Baltasar, 2014).

O teor de humidade (H) é o parametro que mais varia nas diferentes amostras de azeitona,
como se verifica na Figura 3.4. O valor mais baixo de 43,8% * 1,3 corresponde as azeitonas da cv.
Verdeal de Serpa "e o valor mais elevado, de 59,6% + 0,6 corresponde as azeitonas da cv. Galega

vulgar.
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Figura 3.4 — Valores médios e desvio padrdo da Gordura total (GT), Humidade (H) e Gordura na
matéria seca (GMS) das diferentes amostras de pasta de azeitona obtidos pelo equipamento Foss
Olivia™ em percentagem (Abqg = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil,

Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa).

No estudo de Vaz-Freire et al. (2007) durante as campanhas de 2002 a 2004 na regido de
Elvas, os valores de H para a cv. Galega vulgar foram inferiores oscilando entre 43,90% e 46,38%
(£ 2,73). De acordo com Hermoso et al. (1998) o teor de humidade da pasta de azeitona estd
estreitamente relacionado com os condicionalismos edafo-climaticos. A humidade depende

principalmente do estado de maturacdo das azeitonas e da metereologia no periodo anterior a
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colheita (precipitacdo e geadas), assim como de fatores agrondmicos como a rega (Baltasar,
2014). Efetivamente, as amostras de Galega vulgar foram colhidas mais cedo, no inicio de
novembro, apds dias com ocorréncia de precipitacdo (COTR, 2017) estando de acordo com o
referido na bibliografia. Os frutos com elevado teor de humidade produzem geralmente pastas
“dificeis” no lagar, afetando negativamente a qualidade do azeite obtido (Jiménez et al, 2013).
Por outro lado, a cv. Verdeal de Serpa apresenta o valor menor de 43,8%, tendo sido colhida em
19 de dezembro. Esta evidéncia podera confirmar as observacdes feitas por Jiménez et al (2013)
qgue referem que a humidade da azeitona, paralelamente a acumulacdo de azeite, diminui
progressivamente ao longo da maturagdo, diminuindo normalmente a partir de dezembro com a

descida da temperatura ambiente, como se verificou nesse periodo (COTR, 2017).

A quantidade de gordura total (GT) é uma caracteristica da variedade. As condicGes
climaticas, as praticas culturais, o estado sanitario e a quantidade de frutos na copa da arvore
originam variac®es no rendimento em gordura de uma campanha para a outra (Cordeiro et al.,

2016).

Nos estudos de fenologia Cordeiro et al. (2016) consideram que o azeite produzido na
azeitona se acumula no fruto seguindo ao longo do tempo uma curva sigmoidal em que se
distinguem trés fases. A primeira fase, biossintese lenta, decorre até ao endurecimento do caroco
(estado fenoldgico H), em que o fruto se comporta como um tecido vegetal fotossintético que
praticamente ndo acumula azeite como lipido de reserva. Uma segunda fase, biossintese
acelerada, tem uma durac¢do de 18 a 22 semanas em que a quantidade de azeite aumenta
rapidamente. O periodo de maior formacdo de azeite é considerado quando atinge uma alteracdo
da cor do fruto de verde intenso a verde amarelado. A terceira fase corresponde aos frutos

maduros em que a quantidade total de azeite ndo varia.

A acumulacdo de gordura na azeitona inicia-se em julho, apds o endurecimento do
endocarpo, e prolonga-se até ao final da maturacdo dos frutos. O periodo de crescimento e
desenvolvimento da azeitona é, comparativamente ao de outras fruteiras de caroco, muito
prolongado (de 6 a 7 meses), existindo diferencas devidas as variedades, as condicSes culturais e

a quantidade de frutos na arvore (Cordeiro & Inés, 2017).

Cordeiro e colaboradores classificam algumas variedades em funcdo do seu rendimento

médio em gordura, considerando a Galega vulgar como aquela que apresenta baixos valores em
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rendimento, a Cobrangosa com valores médios e a Blanqueta com valores elevados (Cordeiro et
al. ,2016). Os resultados obtidos estdo de acordo com essa classificacdo em que a cv. Galega
vulgar apresenta o menor valor de 16,3% e a Blanqueta 21,6% (Figura 3.4), no entanto a cv.
Cobrancosa apresenta valores de 16,9%, mais baixos do que seria esperado e a cv. Blanqueta

21,6% +0,7(Figura 3.4) com o valor mais elevado.

O conteldo em azeite expresso em gordura na matéria seca (GMS) foi sempre superior ao
conteudo em azeite expresso em GT. Pelos resultados obtidos podemos verificar que apesar das
diferentes azeitonas estarem com valores muito préximos de 40%, a GMS varia consoante as
cultivares entre 33,6% * 3,2 na cv. Cobrancosa e 46,7% % 1,5 na cv. Verdeal de Serpa, o valor mais
elevado, por se tratar de uma variedade de rendimento médio-elevado conforme a bibliografia
(COI,2000). A cv. Cobrancosa apesar de ser considerada uma variedade de rendimento médio
(Cordeiro et al., 2016; COI,2000), com um IM inferior a 3, o valor de GMS confirma que a formacao

do azeite ainda esta em curso.

Um estudo com a cv. Galega vulgar demonstra que o teor em gordura tende a estabilizar
para valores acima de 40% na matéria seca, quando os valores do IM sdo cerca de 3,5e 40 e
muito préximos de 3,0 na cv. Cobrancosa (Peres et al., 2012). Neste trabalho a cv. Galega vulgar
apresenta um IM préximo de 4 e GMS proximo de 40% o que podemos afirmar que se encontra
no momento étimo de colheita, no entanto a cv. Cobrancosa apresenta um IM de 2,83 £ 0,04 e

GMS de 33,6 %+ 3,2, valores préoximo ao momento 6timo de colheita.

A classificacdo das azeitonas em fungdo da percentagem de GMS foi elaborado por Tous e
Romero que consideram um rendimento elevado os valores superiores a 46%, um rendimento
médio os valores entre 46 e 38%, e um rendimento baixo os valores inferiores a 38%. Atendendo
a esta classificacdo, as cultivares estudadas entre a mudanca da cor e o estado maduro estariam
incluidas nas variedades classificadas como rendimento médio com excecdo da Verdeal de Serpa

(>46%) com rendimento elevado (Tous & Romero, 1993).

Como se pode verificar na Figura 3.4 a medida que a H diminui aumenta o rendimento em
GT, o que explica que a GT ndo é um dado fidvel para decidir o momento em que se atinge o
maximo de teor de gordura na azeitona. Vejamos o caso da cv. Galega vulgar colhida no inicio de
novembro com valores de H de 59,6%%0,6, em que detém uma GT de 16,3%0,2 e apresenta

uma GMS de 40,4%%1,1 e IM de 4,18+0,19. No estudo de Vaz-Freire e seus colaboradores em
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trés campanhas diferentes com a cv. Galega vulgar proveniente da regido de Elvas, relativamente
a determinacdo por RMN da H (43.90% a 46.38% %1,33), da GT (21.85% a 27.28%, +2,73) e GMS
(40,46% a 48,63%, +4,09), foi possivel verificar que ndo existem grandes diferengas entre as
campanhas em estudo e que o azeite se encontrava formado no momento da colheita (Vaz-Freire
et al., 2007) Os valores obtidos no presente ensaio confirmam que no estado de maturacdo de
mudanca de cor, apesar do valor de H elevado o azeite ja se encontra formado e a GMS é
semelhante a bibliografia consultada. Esta evidéncia confirma que se deve eliminar a influéncia

da humidade calculando a GMS em cada amostra.

Apesar do ensaio ndo acompanhar a evolucdo da maturacdo para as diferentes cultivares,
considerou-se que a data de colheita das amostras seria coincidente com a data normal de
colheita do agricultor. Efetivamente, pelos resultados obtidos e considerando as indicagGes da
literatura referidas, as cultivares encontravam-se no momento 6timo de colheita com excecdo da
Cobrancosa que ainda ndo apresentava todo o azeite formado e a Galega que apesar de ter o

azeite formado apresentava valores elevados de humidade.

O rendimento industrial obtém-se a partir da informacdo que os diferentes métodos
oferecem para a determinacdo do conteldo em azeite, realizando uma correcdo mediante o uso
de um fator varidvel que depende da H, da GMS, da extratabilidade e do conteddo de gordura no
bagaco, entre outros (Civantos, 1999). O rendimento industrial (Figura 3.5) varia entre 12,07% +
0,35 na cv.Galega vulgar e 18,80% * 0,7 na cv.Picual. A cv. Cobrancgosa foi o segundo valor mais
baixo com 13,33% + 0,25, seguido da cv. Verdeal de Serpa com 16,30% 0,98, a cv. Arbequina
com 17,63% 1,12, a cv.Cordovil com 18,13% 0,40 e a Blanqueta 18,77%0,15.
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Figura 3.5 — Valores médios e desvio padrdao do Rendimento industrial, em percentagem, das
diferentes amostras de azeitona na extracdo do azeite pelo equipamento Abencor (Abg=
Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual,
Vrd = Verdeal de Serpa)
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Nas industrias apesar do rendimento em gordura ser uma informacdo Util, interessa
também determiner o grau de extratabilidade da pasta de azeitona que indica a maior ou menor
facilidade com que o azeite pode ser extraido, dependendo das suas caracteristicas (Jiménez et
al., 2006). Uma pratica habitual e permitida é a adicdo de quantidades variaveis de coadjuvante
tecnoldgico (microtalco natural) as pastas de azeitona dificeis, para melhorar a extracdo do azeite
mediante o sistema Abencor (Uceda & Hermoso, 1987). No nosso estudo ndo foi adicionado

coadjuvante com o fim de observar o comportamento de cada pasta.

Durante a extracdo do azeite pelo sistema Abencor foi possivel observar que algumas
pastas de azeitona se comportam de forma diferente na fase da moenda, do batimento da pasta
e na separacédo solido-liquido (Figura 3.6). A cv. Galega vulgar apresentou uma pasta de azeitona
praticamente liquida, em que os 30 minutos de batimento da pasta ndo foram suficientes e a cv.
Verdeal de Serpa em que os 30 minutos de batimento da pasta provocaram emuls&es dificultando
a separacdo soélido-liquido. Foi notdério também a influéncia do baixo grau de humidade das
azeitonas na moenda e restantes fases do processo no caso da cv.Arbequina, com excegdo da cv.
Galega vulgar que apresentava teor de H mais elevado que dificultou a operagdo de extracdo do

azeite. Pelo contrario, nas cvs. Blanqueta e Picual foi possivel extrair o azeite com facilidade.

Figura 3.6 — Aspeto das diferentes pastas de azeitona apds a fase de moenda.

O baixo grau de extratibilidade além de ser inerente a prépria genética da variedade,
também pode ser influenciado entre muitos fatores pelas condi¢8es climatoldgicas anormais, o
ataque de certas pragas e doencas, o tipo de fertilizacdo, forma e época em que se realiza (Uceda

& Hermoso, 1987).
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No estudo de Peres e seus colaboradores a cv. Cobrancosa com um IM de 3,05, H de 58%
e GT de 19% (45,2 % GMS), apesar de apresentar um bom grau de extratabilidade demonstra
grandes dificuldades de extracdo sempre que os frutos possuem elevada humidade, o que sucede
guando os frutos tém origem em olivais de regadio ou em anos de elevada precipitacdo, obtendo
um rendimento Abencor médio (sem adicdo de adjuvantes) de 11,7% e grau de extratabilidade
de 62% (Peres et al., 2012a). No presente ensaio o rendimento foi ligeiramente mais alto com um
valor de 13,3%+0,25 e uma extrabilidade de 79,1%%*4,14 (Figura 3.7), valor superior resultante de

um teor de humidade menor tal como referido.

Quando comparado com o estudo de Pita e colaboradores pelo sistema Abencor com a cv.
Galega vulgar, IM de 4,5 que obtiveram um rendimento de 7,96%, aumentando este valor para
10,71% com a adicdo de microtalco natural como adjuvante tecnoldgico apds 30 minutos de
termobatedura (Pita et al., 2011). Apesar do IM estar muito préximo da cv.Galega deste ensaio o
rendimento foi 12,07%20,35, superior ao referido no estudo, contudo o grau de extratabilidade

de 74,03% +1,80 apesar de aceitavel é dos mais baixos entre as variedades do ensaio.
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Figura 3.7 — Valores médios e desvio padrdo do grau de extratabilidade, em percentagem, das
diferentes amostras de azeitona (Abg= Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv =

Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)

O acompanhamento da maturacdo da azeitona é uma ferramenta expedita que o
olivicultor tem a sua disposi¢cdo para avaliar e decidir sobre a oportunidade de colheita em cada

campanha, minimizando as perdas de producéo e de perda da qualidade do produto (Cordeiro et
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al., 2016). Assim, pelos resultados obtidos praticamente todas as amostras de azeitona se
encontravam no momento 6timo de colheita, com excec¢do da cv.Cobrancosa que ndo tinha o
azeite todo formado e a cv. Galega vulgar que apesar de ter o azeite formado apresentava um

teor de humidade elevado que poderia dificultar o processo de extracao do azeite.

3.3 ACIDOS GORDOS LIVRES

O teor em 4acidos gordos livres é expresso em percentagem de acido oleico (Anexo Il do
Regulamento 2568/1991). Este parametro quimico é um dos principais critérios para a
classificacdo do azeite nos diferentes niveis de categorias de qualidade comercial constituindo
um indicador de qualidade da matéria-prima (Cayuela et al., 2009; COIl, 2016; Reg. CEE 2568/91
de 11 de julho, Anexo Il). Os acidos gordos livres presentes no azeite resultam da hidrdlise dos
triglicéridos que por serem mais propensos a oxidacdo aumentam a possibilidade de rancificacdo
do azeite indicando que as azeitonas sofreram processos de degradacdo e/ou fermentacdo (Ifion
et al., 2003). Assim, a acidez ndo tem qualquer relagdo com o sabor, mas com fatores que incluem
o ataque de pragas e doencas, o contacto prolongado da dgua com o azeite e as mas praticas de

colheita, transporte, armazenamento e extracdo descuidados (Costa, 2012).

Em todas as amostras de azeite analisadas o teor de acidos gordos livres apresentou
valores inferiores a 0,4% de acido oleico, como se verifica na Figura 3.8, que corresponde a
classificacdo de azeite virgem extra. Para este parametro os azeites classificados como virgem
extra poderdo ter uma acidez maxima de 0,8% enquanto que para os classificados na categoria

de azeite virgem o valor limite é 2% (Regulamento CEE 2568/1991, Anexo |).
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Figura 3.8 — Valores médios e desvio padrdo dos acidos gordos livres obtidos nas diferentes
amostras de azeite, expresso em percentagem de acido oleico (AV= azeite virgem, AVE = azeite
virgem extra, Abq = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega
vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)
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Quando comparados com varios estudos sobre a utilizagdo de frutos sdos como matéria
prima de qualidade e o seu processamento numa escala pequena (Salvador et al.,2001), os
valores obtidos de acidos gordos livres corroboram na obtencdo de azeites com baixos valores de

acidez (Pintado et al.,2007).

Na Figura 3.8 observa-se que todos os azeites obtidos apresentam acidez inferior a 0,4%,
entre 0,19%+0,04 na cv. Galega vulgar e 0,38%0,02 na cv. Verdeal de Serpa. A subida de acidez
pode ser justificada pela evolucdo da maturacdo da azeitona ou pelo estado sanitario das
azeitonas, tal como refere um estudo com azeitonas em estagio de maturagdo avancado, em que
se verificou maior sensibilidade a infecGes patogénicas e danos mecanicos que resultam da
atividade de enzimas lipoliticas, originando azeites com niveis de acidez mais elevados (Yorulmaz
et al., 2013). De igual modo num estudo com amostras de azeitona da variedade Cornicabra em
duas regiGes de Castilla-La Mancha o teor em 4&cidos gordos livres progrediu com o
amadurecimento (Salvador et al.,2001), nas variedades Blanqueta e Arbequina (Garcia et
al.,1996), Picual e Hojiblanca (Gutiérrez et al., 1999) tendo-se verificado um aumento da acidez

de 0,10-0,15% com um IM de 2 para 0,2-0,4% com um IM préximo de 5.

Os valores mais elevados obtidos no ensaio corresponderam a cv. Verdeal de Serpa com
0,38% e um IM de 2,25 e a cv. Blanqueta com 0,32% e um IM 2,82, ambos inferiores ao limite
superior de 0,8% estabelecido para o melhor azeite de qualidade comercial. Os valores de acidez
um pouco mais elevados que a s restantes amostras, apesar de inferiores a 0,4%, podera dever-
se ao estado de maturacdo ou ao estado fitossanitario de algumas azeitonas da amostra que

originou uma ligeira subida., tal como referido na bibliografia.

Num estudo comparativo entre modos de producdo bioldgico e integrado na cv. Galega
vulgar proveniente da regido da Beira Baixa durante a campanha 2004/05 obtiveram-se valores
de acidos gordos livres entre 0,05 e 0,49 para um IM de 3,5 (Pintado et al.,2007), enquanto neste
ensaio para um IM de 4,18, ou seja para um estado de maturacdo da azeitona mais adiantado,
obteve-se um azeite com um teor de 4cidos gordos livres de 0,19+0,04. E possivel obter azeite
com acidez baixa e um estado de maturacdo mais avancado com azeitonas isentas de danos

mecanicos ou patogénicos.
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Assim, Jimenez et al. (2013) ndo encontraram uma tendéncia evidente para a acidez com
a maturacdo do fruto, no entanto, outros investigadores (Salvador et al.,2003; Martinez et al.,
2010; Youssef et al., 2010) observaram um aumento da acidez a medida que a azeitona vai
amadurecendo e enquanto ocorre incrementa-se a atividade enzimatica, especialmente as
enzimas lipoliticas (Salvador et al., 2001), ficando as azeitonas mais sensiveis as infecOes

patogénicas e danos mecanicos.

Do ponto de vista industrial, quando a selecdo de azeitonas sds ndo é possivel e se
verifiguem atrasos no seu processamento, as azeitonas em estadgios mais tardios de maturagdo
originam azeites com elevados niveis de acidez, por serem mais sensiveis a infecdo patogénica
(Garcia et al., 1996). A deterioracdo da qualidade do azeite deve-se a processos oxidativos e
hidroliticos que ocasiona a exposi¢do ao exterior da polpa aos agentes ambientais (Tamendjari et

al., 2009).

3.4 INDICE DE PEROXIDOS

Uma das medicGes do controlo de qualidade do azeite é o indice de perdxidos por ser um
indicador do estado primario de oxidacdo num determinado momento, permitindo avaliar o seu
estado de conservagdo (Martins, 2015). Este parametro mede a concentracdo de produtos de
oxidagdo primaria, principalmente os hidroperdxidos por serem compostos instdveis que
originam produtos de oxidacdo secunddria, tais como cetonas e aldeidos, responsaveis pelo

desenvolvimento de sabores desagradaveis no azeite (Guillen & Cabo,2002).

Durante a extracdo e o armazenamento do azeite podem ocorrer processos oxidativos
envolvendo a formacdo de hidroperdxidos por auto-oxidacdo e por foto-oxidacdo (Inarejos-
Garciaetal., 2010). O sistema de extracdo do azeite pode interferir no teor de perdxidos segundo
Ranalli et al. (2003), ja que um periodo prolongado de batimento da massa da azeitona provoca
variagBes considerdveis na acidez, indice de perdxidos e ainda variagdes mais significativas na
concentracdo de pigmentos, compostos fendlicos e volateis. Quanto maior for este indice menor
serd a estabilidade oxidativa do azeite com o consequente efeito prejudicial na sua qualidade
(Pizarro et al., 2013). O tipo de material de embalagem utilizado no acondicionamento do azeite
interfere também no indice de perdxidos, pois segundo o estudo de Mendez & Falgue com
embalagens de diferentes materiais expostas a todas as intensidades luminosas as amostras

acondicionadas em PVC obtiveram valores de perdxidos mais elevados em relacdo as amostras
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embaladas em recipientes de vidro. Esses resultados sdo similares a outros estudos que apontam

para a provavel permeabilidade do material plastico ao oxigénio Mendez & Falque (2007).

Os resultados para o indice de perdxidos foram relativamente baixos, como se pode
observar pela Figura 3.9, inferiores ao limite estabelecido pelo Regulamento de Execucdo (UE)
n21348/2013, anexo |, de 20 meqg O,/kg de azeite para as categorias de azeite virgem extra e

virgem e coerentes com a diversa bibliografia consultada.
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Figura 3.9 — Valores médios e desvio padrdo do indice de peréxidos obtidos nas diferentes
amostras de azeite, expresso em meq O,/kg (AV = azeite virgem, AVE = azeite virgem extra, Abqg
= Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual,
Vrd = Verdeal de Serpa)

Os valores mais elevados de perdxidos foram obtidos para o azeite proveniente da cv.
Arbequina com 11 mEq. Oz/kg = 0,2, como se observa na Figura 3.9, possivelmente pela sua baixa
relacdo de acidos gordos monoinsaturados/polinsaturados e baixo contelido em polifendis totais
(Gémez et al., 2006), seguindo-se os azeites das cvs. Blanqueta, Picual e Verdeal que se

encontram num estado de oxidacgdo ligeiramente menos avangado.

Num estudo com azeite proveniente da cv. Arbequina, obteve-se um indice de peréxidos
préximo de 14 megO,/kg apds dois dias sujeito a temperaturas de 802C. No entanto, passados
quinze dias verificou-se que a sua estabilidade ndo foi alterada pela temperatura a que foi
submetido durante o ensaio devido a caréncia de oxigénio disponivel para iniciar as reacées de

autoxidacdo. A nivel industrial ao evitar o contacto do azeite com o oxigénio durante o processo
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de conservacao é possivel manter os parametros de qualidade entre os limites estabelecidos pela
legislacdo (Gomez et al., 2006). Por comparacdo com o resultado obtido no ensaio para a
cv.Arbequina de 11 mEqO,/kg + 0,2 desde que as condi¢gbes de armazenamento sejam adequadas
este valor ndo devera aumentar segundo o estudo referido, podendo manter a categoria de

virgem extra.

Segundo Garcia et al. (1996) o baixo teor de 4cido oleico e elevado teor de acido linoleico
e linolénico conferem ao azeite da variedade Blanqueta maior suscetibilidade a oxidacdo o que
explicaria um valor elevado do indice de peréxidos. Neste ensaio verificou-se como o segundo

conteldo mais alto a seguir a cv.Arbequina com o resultado de 9,1mEq0,/Kg +0,3.

Para Humanes e Civantos (1992) os azeites obtidos a partir da variedade Picual sdo mais
estdveis a oxidacdo do que os azeites obtidos a partir da variedade Arbequina, tal como
observado neste trabalho. No seu estudo Sanchéz et al. (2006) obteve um indice de perdxidos de
8,65 meqO,/kg para a cultivar Picual no estado de maturagdo de mudanca de cor muito proximo

ao resultado obtido neste ensaio de 8,9 mEqO2/kg +0,1.

Por outro lado Gouveia-Martins et al. (2001), obtiveram valores de perdxidos mais baixos
nos azeites provenientes da cv. Galega vulgar em comparagdo com outros azeites, tal como
observado neste ensaio com um valor de 4,9 mEqO,/kg, o que os levou a considerar que a sua
estabilidade oxidativa parece estar relacionada com o seu baixo teor em dcidos gordos
polinsaturados e, possivelmente também, com o seu teor em tocoferdis. No estudo de Vaz-Freire
et al. (2007) que compara azeites provenientes de cv. Galega vulgar da regido de Elvas obtidos
por dois sistemas de extracdo diferentes, prensas e duas fases, durante quatro campanhas, para
um IM médio de 4,6 obteve indices de perdxidos entre 8 e 16 meg0O2/kg, concluindo que o
sistema de extracdo pode interferir neste parametro. O ensaio realizado por Maia com azeite
proveniente da cv.Cobrancosa de Castelo Branco com um IM de 4,1 obteve um indice de
peroxidos de 6,36 mEqO2/kg, valor proximo de 5,3mEqO2/kg obtido neste trabalho (Maia, 2014).
A composicdo de acidos gordos monoinsaturados desta variedade na regido Alentejo confere-lhe

alguma estabilidade oxidativa pela relacdo AGMI/AGPI de 8,30 +1,3 (Baer, 2015).

Tal como concluido por Jiménez ao comparar os resultados obtidos para as diferentes
amostras e respectivos IM deste trabalho verifica-se que o indice de perdxidos desce durante a

maturacdo Jiménez (2011). Os azeites num estado de maturacdo superior apresentam indice de
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perdxidos mais baixos (Jiménez, 2011) Efectivamente, a cv. Arbequina com IM 1,2 apresenta um
indice de perdxidos mais elevado de 11,2 mEqO2/kg comparado com outras amostras em que as
azeitonas se encontram numa fase mais adiantada com valores de IP inferiores. Este aspeto pode
também ser explicado pela descida da atividade da enzima lipoxigenase como estd descrito por
varios autores (Gutiérrez et al., 1999; Salvador et al., 2001; Youssef et al, 2010). A partir de uma
determinada fase de maturacdo segue entdo uma tendéncia ascendente que pode ser devido a

um estado avancado do fruto que faz que se incremente a oxidagdo (Jiménez, 2011).

3.5 [NDICE ESPECTROFOTOMETRICO (k232 E k7o)

A andlise espectrofotométrica no ultravioleta de um azeite fornece indicacGes sobre a sua
qualidade e pureza (Civantos, 2008). A absorvancia é medida a vdrios comprimentos de onda a
partir dos quais é possivel determinar os coeficientes de extincdo especificos que indicam o
estado de oxidacdo do azeite, o estado de conservacdo e/ou alteracdes como consequéncia dos
processos tecnolégicos, sendo obrigatéria para as diferentes categorias (Regulamento de

Execucdo (UE) n21348/2013, Anexo ).

Os valores destas absorvancias sdao expressos em termos de extingdo especifica,
convencionalmente designada por K (coeficiente de extincdo), em que K3y, K70 e AK, sdo
utilizados para avaliar a autenticidade e a qualidade do azeite. Quando estes valores sdo baixos
estamos perante azeites de boa qualidade (Kiritsakis, 1992; Bouskou, 1998). Quando os valores
ultrapassam os limites estabelecidos pela legislacdo, além de mostrarem uma aceleracdo no
processo de degradacdo do azeite, podem indicar a presenca de azeites de baixa qualidade que

sofreram adulteragdes com componentes adicionados.

O Ka3; indica, da mesma forma que o indice de peréxidos, a oxidacdo inicial de um azeite
(Jiménez, 2011), quantificando a sua absorcdo de luz numa regido ultravioleta num comprimento
de onda de 232 nm. O limite maximo para o azeite virgem extra é de 2,5 e para o azeite virgem é

de 2,6 (Anexo | do Regulamento (UE) n21348/2013).

O K70 deteta um estado oxidativo mais avancado medindo a absorvancia de um azeite ao
comprimento de onda de 270 nm. A medida que o processo oxidativo avanca, os peréxidos vio-
se modificando obtendo-se outro tipo de componentes: alfa-dicetonas ou cetonas alfa

insaturadas que absorvem luz ultravioleta a diferentes comprimentos de onda, a 270 nm, do que
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os hidroperdéxidos (Jiménez, 2011). Num azeite obtido a partir de azeitonas sds, que ndo tenham
sido submetidas a nenhum tratamento diferente das operacgdes fisicas proprias da extracdo, o
seu valor é geralmente inferior aos limites estabelecidos (0,22 para virgem extra e 0,25 para
virgem) (Anexo | do Regulamento (UE) n21348/2013). Um valor elevado de absorvédnciaa 270 nm
estd relacionado com a oxidacdo do azeite virgem, com o processo de refinacdo ou com ambos

ao mesmo tempo (Jimenez, 2011).

O AK utiliza-se fundamentalmente como critério de pureza, para detetar misturas com
azeites refinados. No processo de refinacdo do azeite, na etapa de descoloracdo com argilas
ativadas, formam-se compostos denominados trienos conjugados, que absorvem também a 270
nm, mas surgem trés picos que ndo existem quando se trata de um azeite virgem (Jiménez, 2011).
Para o azeite virgem é aproximadamente a diferenca entre o K66 € 0 Ky74, pelo que AK=0, em que
o valor maximo permitido é de 0,01 para azeite virgem e virgem extra e 0,16 para azeite refinado.

(Anexo | do Regulamento (UE) n21348/2013).

Dos resultados obtidos representados na Figura 3.10 pode verificar-se que todas as
amostras de azeite pertencem a categoria virgem extra por apresentarem valores de Kas;
inferiores a 2,50, em que o valor mais baixo corresponde ao azeite proveniente da cv. Galega
vulgar com 0,14+0,1 e o valor mais elevado ao da cv. Blanqueta com 2,49+40,1. A cv. Arbequina
apresentou valores préximos de 2,040,1, tal como a Verdeal de Serpa, a Cobrangosa e a Cordovil.

A cv. Picual apresenta um valor intermédio de 1,5140,1.
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Figura 3.10 — Valores médios e desvio padrdo da absorvancia K3, obtidos nas diferentes amostras
de azeite (AV= azeite virgem; AVE = azeite virgem extra, Abq = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr =

Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa).
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Em geral, os azeites obtidos de azeitonas em estdgios mais avancados de maturacdo
mostraram um aumento no teor de acidos gordos conjugados medido pelo K,3,. Pelo que através
destes parametros (K32, Ka70), Garcia et al. (1996) consideraram que a medida que a maturacédo
dos frutos progride ocorre uma progressiva deteriora¢do na sua qualidade. No azeite proveniente
da cv. Blanqueta obtiveram um K3, de 2,20, valor elevado quando comparado com as restantes
amostras estudadas em que o valor médio obtido foi 1,80 e o valor limite para a categoria virgem
extra é 2,50. Estes investigadores sugerem que as azeitonas desta variedade devem ser laboradas
antes que atinjam uma elevada percentagem de frutos maduros. Os resultados da Figura 3.10
assim o confirmam, pois a cv. Blanqueta obteve o maior valor apesar do IM de 2,82 ndo ter sido
muito elevado, tal como para as restantes amostras de azeite. No entanto, com um IM superior

de 4,18, o azeite obtido da cv. Galega vulgar apresentou o valor mais baixo de Ks3;.

Na avaliagdo do K7, representada na Figura 3.11, que esta relacionado com a presenca de
produtos secunddrios, os valores obtidos foram inferiores ao limite estabelecido pelo
Regulamento (CEE) n? 1348/13 para azeite virgem extra e azeite virgem. As cvs. Blanqueta,
Cobrancosa e Verdeal de Serpa apresentaram os valores limites para este parametro. De acordo
com o estudo de Jiménez (2011) a absorcdo a 270 nm (Kz70), na mesma variedade e entre
variedades diferentes, comporta-se de modo semelhante ao indice de perdxidos; diminui a

medida que avanca o estado de maturacdo, tal como verificado neste trabalho.
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Figura 3.11 — Valores médios e desvio padrdo da absorvancia K,700obtidos nas diferentes amostras
de azeite (AV= azeite virgem; AVE = azeite virgem extra, Abqg = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr =

Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)
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Os valores obtidos de AK coincidem todos com o limite de 0,01 com excecdo do azeite da
cv. Cordovil (Figura 3.12), e estdo de acordo com o limite estabelecido pelo Regulamento (CEE)
n? 1348/13 pertencendo a classificagcdo de azeite virgem extra ou azeite virgem, o que significa

gue ndo apresentam qualquer mistura com azeite refinado (Jiménez, 2011).
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Figura 3.12 — Valores médios e desvio padrao do AK obtidos nas diferentes amostras de azeite
(AV = azeite virgem, AVE = azeite virgem extra, Abg=Arbequina, Blg=Blanqueta, Cbr= Cobrancosa,

Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)

No estudo comparativo entre azeites provenientes de azeitonas sas e azeitonas picadas
pela mosca da azeitona de diferentes cultivares, Pereira et al. (2004) verificou que o azeite
proveniente de azeitonas sas da cv. Cobrancosa, colhidas em meados de dezembro na regido
Nordeste de Portugal, obtiveram valores de Ki32 e Ka70, muito préximos dos limites legais para a

categoria virgem extra.

No mesmo estudo de Garcia et al. (1996) as alteragGes nos teores de carbonilo dos azeites
provenientes de azeitonas em estdgios mais avancados de maturacdo, medidos pelo seu Ky,
diferiram de acordo com a variedade, seguindo perfis distintos tal como neste trabalho. Nesse
estudo os azeites da cv. Arbequina apresentaram valores crescentes a medida que a maturacdo
evoluiu apresentando o menor valor de Ky7 no estado verde (0,10) e o maior valor (0,17) no
estado maduro, sendo este valor significativamente maior que os observados pelos azeites
extraidos de outras variedades no mesmo estado de maturacdo (Garcia et al., 1996), tal como se

observou neste trabalho para a mesma variedade e num estadio inicial de maturacdo em que o
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Kz70 foi mais elevado relativamente a outras variedades com estados de maturacdo mais
adiantados. Pelo contrdrio, o azeite da cv. Blanqueta no estadio verde deu origem a azeites com
maior teor de carbonilos (aldeidos e cetonas) do que o azeite obtido de frutos maduros em que

o valor desceu 30% do valor inicial.

O estudo sobre a composicdo dos acidos gordos em seis variedades diferentes, Picual,
Galega, Cordovil, Blanqueta, Arbequina e Cobrancosa, na regido Alentejo durante trés
campanhas, confirmou a presenca destes acidos gordos insaturados em maior percentagem nas
cvs Blanqueta, Cordovil, Cobrancosa e Cordovil. Para o acido gordo insaturado linoleico (C18:2)
obeve uma composicdo percentual de 14,94+2,86 para a cv. Blanqueta que se destacou das
restantes, seguida da Arbequina com 9,69 1,24 e Cobrancosa 8,05%2,14, destacando-se para o
acido linolénico (C18:3) também a cv. Blanqueta com1,07+0,35 seguida das cvs. Cobrancosa com
0,7720,4 e Cordovil com 0,77£0,01, entre as restantes variedades Picual e Galega. Guillén & Cabo
(2002) relacionaram o aumento do valor dos coeficientes especificos com o teor de dcidos gordos
insaturados especialmente o 4cido linoleico (C18: 2) e o acido linolénico (C18: 3) (Baer, 2015). A
isomerizacdo destes acidos pode dar origem a ligacdes duplas conjugadas de dieno ou trieno
provenientes de unidades 1,4-pentadieno ou de 1,4,7 octatrieno presentes nos acidos linoleico
ou linolénico, respectivamente, alterando a estabilidade do azeite (Guillén&Cabo (2002)., para as
cvs.Arbequina, Blanqueta, Cobrancosa e Cordovil que se destacam das restantes cultivares pelos

coeficientes especificos mais elevados.

3.6 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O azeite virgem é praticamente a Unica gordura que contém importantes quantidades de
antioxidantes naturais, fendis e tocoferdis, que pela sua importancia nutricional implicam efeitos
benéficos na salde humana. Para além de contribuirem para o aroma caracteristico como o
amargo, os fendis sdo em grande parte responsaveis pela estabilidade oxidativa do azeite
(Mansouri et al., 2013), sendo uma das bases para o aumento de vida de prateleira do produto.
O conteldo em compostos fendlicos no azeite virgem é um fator importante quando se avalia a
sua qualidade pois a presenca de antioxidantes naturais modifica notavelmente a resisténcia que

este pode oferecer a autoxidacdo.

O teor de compostos fendlicos no azeite virgem pode oscilar entre 50 e 1000 mg/L

(Alowaiesh et al., 2018; Aguilera et al., 2005), dependendo de vérios fatores como a cultivar, o
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clima, o solo, a localizacdo do olival, o estado de maturagao dos frutos, o sistema de producdo, o
tipo de moenda e os processos de extracdo (Aguilera et al., 2005; Dabbou et al., 2015; El Sohaimy
et al., 2016). Os altos niveis de compostos fendlicos observados nas amostras de azeitona estdo
relacionados com o conteldo de oleuropeina, o composto fendlico mais ativo em azeitonas
(Hermoso et al., 1991; Malick & Bradford, 2006), que é encontrado em maiores percentagens em

azeitonas ndo maduras e diminui durante a maturacéo.

Para as diferentes amostras de azeite os fendis totais mostraram diferencas significativas
entre as variedades em estudo, como se verifica na Figura 3.13. Os resultados sdo apresentados
também em mg de equivalente de 4cido cafeico/kg (mg EAC/kg) (Figura 3.14) para podermos
comparar com a bibliografia consultada O intervalo de valores oscilou entre 273 e 262449 mg
EAG/kg (29 e 277 mg EAC/kg), correspondendo o valor mais baixo a cv. Arbequina e o valor mais
elevado a cv. Verdeal de Serpa. Para as restantes cultivares obtiveram-se valores intermédios,
23011 mg EAG/kg (244112 mg EAC/kg) para a Blanqueta, 21049 mg EAG/kg (221452 mg
EAC/kg) para a Cobrancosa, 122+30 mg EAG/kg (129432 mg EAC/kg) para a Cordovil, 3810 mg
EAG/kg (40+11 mg EAC/kg) para a Galega vulgar e 156310 mg EAG/kg (166210 mg/EAC/kg) para

a Picual.
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Figura 3.13 — Valores médios e desvio padrdo dos compostos fendlicos totais, em mg de acido
galico por kg, nas diferentes amostras de azeite (Abg = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr =

Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)

De acordo com varios autores a influéncia varietal interfere no contetddo dos fendis totais

(Gouveia et al.,2003; Henriques et al.,2001; Peres et al., 2003) e possibilitam a caracterizagdo dos
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diferentes azeites monovarietais (Mansouri et al. ,2014). Os valores médios obtidos de fendis
totais apresentam uma variabilidade elevada entre as diferentes variedades tal como verificado

por Gutiérrez et al. (2001).

O valor médio de fendis totais obtido para a cv. Galega vulgar foi de 38 mg EAG/kg, valor
semelhante a 40 mg EAG/kg obtido por Peres et al. (2003), que considera os valores baixos de

fendis sendo uma caracteristica desta variedade (Peres et al., 2003).

Tal como o valor médio de 166 mg EAC/kg para a cv. Picual, valor proximo de 191,92 mg
EAC/kg obtido por Aparicio et al. (1999), em concordancia com varios autores que relacionam
esta variedade com valores elevados de compostos fendlicos (Aparicio et al., 1999; Peres et al. ,
2003).Quanto ao teor de fendis totais da cv. Cobrancosa obteve-se 221+52 mg EAC/kg, valor
semelhante aos 203mg EAC/kg obtido por Matos et al. (2007).

A elevada presenca de compostos fendlicos poderia utilizar-se para definir o grau de
maturacdo ideal para conferir um bom equilibrio entre os perfis quimicos do azeite virgem e
aumentar a sua vida util (Mansouri et al., 2014). Além disso, é interessante assinalar que neste
trabalho a cv. Verdeal de Serpa, pelos valores elevados de fendis totais que apresenta, poderia
ser utilizada para melhorar a vida Util de lotes de azeites procedentes de outras variedades menos

estaveis.

Uma das principais causas da perda de qualidade durante o armazenamento do azeite
virgem é a degradacdo oxidativa, na qual o papel dos compostos fendlicos é de grande
importancia (Bendini et al., 2007). Assim, o aumento de antioxidantes naturais pressupde uma
estratégia potencial para reduzir os efeitos prejudiciais que causa o0 armazenamento do azeite a

longo prazo, pela sua consequente deterioracdo.

No estudo comparativo de azeites monovarietais, Peres et al. (2009) a partir de azeitonas
da cv. Galega Vulgar com IM préximo de 5, provenientes de um olival de seis anos localizado na
regido da Beira Baixa DOP, durante trés campanhas consecutivas de 2004 a 2006, obtiveram
azeites com baixos valores de fendis préximos de 100 e 60 mg/kg em outubro e novembro,
respetivamente, quando comparados com outras variedades. Uma menor quantidade de
antioxidantes fendlicos para colheitas mais tardias indica que ndo ha qualquer vantagem em

protelar a época de colheita da azeitona, a partir do momento em que a biossintese de toda a
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gordura foi atingida (Peres et al., 2009), como € o caso da cv. Galega vulgar que neste trabalho
apresentava o IM mais elevado de 4,18 e um teor de fendis baixo, podendo o estado de

maturacdo influenciar este valor além do factor genético.

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da capacidade oxidante do azeite foi medida pelo sequestro do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Este método € muito utilizado para avaliar o potencial
antioxidante, mais especificamente, a atividade sequestradora do radical de DPPH do azeite,

expressa em mg de equivalente de acido ascorbico/kg de azeite (mg EAA/kg).

A figura 3.14 mostra-nos as alteracdes da atividade antioxidante dos extratos fendlicos do
azeite, analisados pelo teste de DPPH ao fim de 20 minutos de reacdo e apresentaram valores
entre 0,43+0,05 e 0,87+0,28 mg de equivalentes de dacido ascérbico por Kg. Através dos
resultados obtidos podemos verificar que, ao fim do mesmo tempo de reacdo, as amostras que
possuem um maior poder antioxidante correspondem a cv. Blanqueta com 0,87+0,28 mg EAA/kg
e Cordovil com 0,82+0,24 mg EAA/kg, visto que sdo aquelas que reagem mais rapidamente com

o radical sintético.
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Figura 3.14 — Valores médios e desvio padrdo da atividade antioxidante, em mg de equivalentes
de 4cido ascdrbico por kg, nas diferentes amostras de azeite (Abg = Arbequina, Blg= Blanqueta,

Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)
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Os azeites obtidos a partir das cvs. Galega vulgar com 0,43+0,05 mg EAA/kg e Arbequina
0,49+0,01 mg EAA/kg apresentaram menor atividade antioxidante, enquanto que os valores mais
elevados foram obtidos nas cvs. Blanqueta com 0,87+0,28 mg EAA/kg, Cordovil com 0,82+0,24
mg EAA/kg. Os resultados intermédios foram observados na cv. Cobrancosa com 0,75+0,22 mg
EAA/kg, na cv. Picual com 0,60+0,15 mg EAA/kg e na cv. Verdeal de Serpa com 0,72+0,15 mg
EAA/kg.

A correlacdo entre o conteldo fendlico total e a capacidade antioxidante tem sido
amplamente difundida em diferentes géneros alimenticios, como frutas e hortalicas, vinho,
plantas, sementes (Kedage et al., 2007) e azeite (Ubando-Rivera et al., 2005; Del Carlo et al.,
2004), que demonstraram que uma alta concentracdo do teor de fendis totais implica que a
capacidade antioxidante desse alimento aumente significativamente devido a sua capacidade de
bloguear os radicais livres (Gorinstein et al., 2003; Morell6 et al., 2005). No estudo que envolveu
a andlise de azeites obtidos de sete variedades de azeitonas representativas da regido sudoeste
espanhola (Arbequina, Carrasquenha, Corniche, Manzanilla Cacerefia, Morisca, Picual e Verdial
de Badajoz), Franco e seus colaboradores encontraram uma boa correlacdo entre a capacidade
antioxidante, o conteudo fendlico total e a estabilidade oxidativa ao longo da maturacdo,
indicando que a capacidade antioxidante é influenciada principalmente pela quantidade de

compostos fendlicos que contribuem para a inibicdo da ac¢do lipidica (Franco et al. ,2014).

Nesse sentido verifica-se que as amostras das cvs. Blanqueta e Verdeal de Serpa
apresentam um bom poder antioxidante, talvez pelo facto de possuir uma quantidade
considerdavel de polifendis, com excecdo da cv. Cordovil que apesar do teor de fendis ser elevado
a atividade antioxidante foi mais reduzida, talvez porque os tipos de fendis ndo possuam atividade

antioxidante.

3.8 INDICE ESPECTROFOTOMETRICO Ksz5

O sabor amargo é um dos atributos positivos caracteristicos do azeite virgem (COI1,2017),
que esta associado, tal como a adstringéncia e o frutado, a elevados teores em compostos
fendlicos os quais decrescem fortemente ao longo da maturacdo (Guttiérrez-Rosales et al., 1992).
O indice de amargo do azeite diminuiu a medida que a maturacdo das azeitonas progride. (Garcia
et al., 1996). Gutiérrez e seus colaboradores também identificaram uma elevada correlagdo com

as azeitonas no estado de maturacdo verde e na mudanca de cor, enquanto que no maduro a
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correlacdo ndo foi tdo alta. Além disso, os valores de Ky3s diminuiram de verde a mudanca de cor
e posteriormente mantiveram-se constantes ou com leve diminuicdo até ao estado maduro

(Gutiérrez et al.,1992).

A intensidade do amargo interfere no consumo do produto e varia entre os diferentes
azeites; enquanto uma ligeira intensidade é agradavel, uma intensidade mais forte reduz as
caracteristicas organoléticas do azeite e, consequentemente a sua qualidade, o que pode originar
a rejeicdo por parte do consumidor, causando dificuldades no seu escoamento (Beltran et al.,
1995). Apesar do sabor amargo ser avaliado em analise sensorial, o treino e a manutengdo de um
painel de provadores é trabalhoso e demorado, pelo que tém sido implementados métodos

instrumentais alternativos (Guttiérrez-Rosales et al., 1992).

Ao estar relacionado com o conteldo em polifendis (Beltran et al., 1995), é possivel
determinar a intensidade do sabor amargo por um método desenvolvido por Gutiérrez et al.
(1992) baseado na extragdo dos constituintes amargos com metanol e a medicdo do coeficiente
de extincdo especifico a 225 nm. Este método demonstra uma correlacdo significativa com a
intensidade do amargo avaliada sensorialmente por um painel de provadores, sendo uma

alternativa objetiva para a avaliacdo deste atributo.

Os resultados obtidos para as diferentes amostras de azeite, como se observa na Figura
3.15, demonstram que o valor de Ky,5 mais elevado se verificou para o azeite obtido da cv. Verdeal
de Serpa com 0,45+0,05 e IM de 2,25%0,22, seguido da cv. Blanqueta com um valor de 0,34+0,06
e IM 2,82+0,23, sendo o amargo uma caracteristica das variedades apesar de diminuir ao longo
da maturacdo dos frutos como verificado por varios autores (Garcia et al., 1996 ; Peres et al.,
2003). No entanto, a cv. Arbequina com um IM de 1,01+0,09 resultou no Kis mais baixo, de
acordo com varios autores (Garcia et al., 1996; Chimi et al., 1988; Conceigdo et al.,2003), em que
esta variedade se comporta de forma diferente pois 0 K,25 manteve-se sempre baixo ao longo da
maturacdo correspondendo os valores mais elevados as cvs. Blanqueta e Verdeal (Garcia et al.,

1996).
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Figura 3.15 — Valores médios e desvio padrdo do indice espetofotométrico Kizs nas diferentes
amostras de azeite (Abg = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg =

Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)

Apesar do IM ser baixo o amargo ndo é caracteristico da variedade Arbequina ndo sendo

influenciado pela maturacdo dos frutos, ao inverso das restantes variedades em analise como se

observa na Figura 3.16.
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Figura 3.16 — Relacdo entre o Kz5 e o Indice de maturacdo (IM) (Abq = Arbequina, Blg= Blanqueta,

Cbr = Cobrangosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)
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Os resultados do indice de amargo podem relacionar-se com a estabilidade a oxidagdo dos
azeites, por estarem relacionados com o teor de polifendis que atuam como antioxidantes
naturais no azeite (Chimi et al., 1988; Gutiérrez et al., 1992). Do ponto de vista comercial, o
loteamento de azeite obtido da cv. Verdeal de Serpa com K25 elevado, e outros azeites de baixo
indice de amargo, como o obtido na cv. Arbequina, evitaria o problema do amargo excessivo e

contribuiria para aumentar a estabilidade do lote de azeite.

Para os azeites obtidos da cv. Arbequina que mostraram um nivel muito baixo de amargo,

uma colheita tardia ndo representa qualquer vantagem para esta variedade (Garcia et al., 1996).

Do seu estudo Gutiérrez et al. (1992) depreenderam que um valor de Ky,5 menor ou igual
a 0,140 corresponde a azeites com intensidade de amargo inferior a 1, considerados azeites ndo
amargos ou quase impercetivelmente amargos. Quando a intensidade do amargo aumenta,
podem surgir problemas no seu consumo direto. Embora ndo exista um limite claro ou
estabelecido, a sua experiéncia tem mostrado que tais problemas comegam a surgir quando a
intensidade excede 2,5; um valor Ky,5 de 0,250 pode servir como um ponto de referéncia. Valores
de Kjys superiores a 0,360 correspondem a azeites muito amargos, intensidades altas ou
extremamente altas, que sdo rejeitados por muitos consumidores. Pelo que o azeite proveniente
da cv. Arbequina e da cv. Galega sdo considerados azeite de indice 1, ndo amargos ou
impercetivelmente amargos, como verificado por Pinheiro-Alves (2002). O azeite proveniente das
cvs. Blanqueta, Picual e Verdeal de Serpa sdo considerados azeites de indice 2,5, muito amargos,
sendo este Ultimo o mais amargo sendo preteridos pela maioria dos consumidores como
verificado por Gutiérrez-Rosales et al. (1992). O resultado da cv. Cordovil obteve um valor

semelhante a Blanqueta e Picual.

Tal como este estudo Pinheiro-Alves (2002) confirmou que o azeite da cv. Galega vulgar

possui menor intensidade de sabor amargo (Kz2s) comparativamente com o da cv. Cobrancosa,

O amargo do azeite virgem foi atribuido ao elevado teor em glucdsido secoiriddide,
composto fendlico lipofilico altamente amargo, solUvel em agua, caracteristico das Oleaceae,
denominado oleuropeina (Bourguelot e Vintilesco, 1908; Garcia et al., 2005), que se forma de
glucose, acido elenolico e o-difenol hidroxitirosol. A concentracdo deste glucésido nos frutos
depende de muitos fatores como a variedade, o sistema de rega e o estado de maturacdo da

azeitona. Garcia et al. (2005) verificaram que um tratamento térmico, previamente aplicado ao
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fruto, pode alterar as atividades das enzimas durante o processo de extracdo do azeite. Estas
enzimas, como as glicosidases e esterases, estdo envolvidas na hidrdlise do glucdsido.
Provavelmente, inibindo essas atividades enzimaticas, parcial ou totalmente, o tratamento
térmico atinge uma diminuicdo no teor de compostos amargos do azeite. No entanto, este

tratamento é dificil de adaptar as linhas de producdo da indUstria de extracdo de azeite.

3.9 FLAVONOIDES TOTAIS

Dos compostos fendlicos, o grupo dos flavondides é o mais extenso na natureza e sdo os
gue possuem uma maior atividade antioxidante. Segundo Neveu et al. (2010) sdo uma das quatro
classes principais de polifendis presentes nos alimentos. Visioli et al. (2000) consideraram que os
flavonodides sdo excelentes antioxidantes compardveis a vitamina E e que podem mimetizar o
efeito do a-tocoferol ao romper a cadeia de radicais livres nas membranas microssomais
hepaticas. Estudos epidemioldgicos demonstraram que uma ingestdo rica em flavondides esta
correlacionada com um menor risco de doencas cardiovasculares (Creus,2004). Através de
métodos cromatograficos foi possivel demonstrar a presenca de alguns destes compostos em

folhas de oliveira, azeitonas e azeite (Brenes et al., 1999).

Todos os azeites analisados apresentaram consideraveis teores em flavondides como se
observa na Figura 3.17, com uma variagdo entre 315 e 62+17 mg de catequina/kg para a cv.

Blanqueta e a cv. Verdeal de Serpa, respetivamente.

Para o azeite de Arbequina e de Verdeal de Serpa que se apresentam no primeiro estado
de maturacdo com IM 1,02 e 2,25 respetivamente (Figura 3.3) os valores de flavondides sdo
superiores quando comparados com as restantes cultivares que apresentam estados de
maturagdo mais avancados. Estes resultados apresentam-se concordantes com a literatura
(Gouvinhas et al, 2015; Nieto et al, 2010) que descrevem os teores em flavondides mais elevados

para os primeiros estados de maturacdo.

Para o azeite Picual os valores de flavondides decrescem entre o primeiro estado de
maturacdo e o ultimo, azeitona verde e madura (Gouvinhas et al., 2015), que se verifica ao
apresentar um IM mais elevado. O mesmo se verifica nos azeites Blanqueta, Cobrangosa, Cordovil

e Galega, IM mais elevados possuem valores de flavondides mais reduzidos.
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Figura 3.17 — Valores médios e desvio padrdo do teor de flavondides totais nas diferentes
amostras de azeite (Abg = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg =

Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa) expresso em mg de catequina por kg de azeite

Os resultados obtidos asseguram a importancia da época de colheita e consequentemente
do estado de maturacdo da azeitona como fatores que influenciam as caracteristicas quimicas do

azeite, assim como a sua potencial atividade nutracéutica.

3.10 COR

3.10.1 PIGMENTOS (CAROTENOIDES E CLOROFILA)

Os valores médios de clorofilas totais obtidos nas amostras de azeite estudadas (Figura
3.19) variaram entre 0s 0,91 + 0,01 mg/kg para a cv. Galega vulgar com um IM de 4,18 e 9,04 +
0,08 mg/kg para a cv. Cobrancosa com um IM de 2,83, inferiores aos encontrados por Psomiadou
& Tsimidou (2002) entre 9,10 a 23,0 mg/kg e por Boskou (1998) entre 1 e 20 ppm. A concentracdo
de clorofilas obtidas nas amostras provenientes da cv. Arbequina de 4,74 + 0,02 mg/kg no inicio
da maturacdo com um IM de 1,02 foram inferiores quando comparadas com os resultados de
Motilva et al. (1998) que obteve 15 mg/kg no inicio da campanha e 6 mg/kg no final da campanha

para a mesma cultivar na regido de Lleida.

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 88



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

[y
=]
]
1

clorofila (mgfkeg)
1

I
I

8 4
& -+
| J l
o ]
Abq Blg C

br Cdv Glg Pcl vrd
cultivar

Figura 3.18 — Valores médios e desvio padrdo do teor de clorofilas nas diferentes amostras de
azeite (Abg = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg = Galega vulgar,

Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa) expresso em mg por kg de azeite

O conteldo de pigmentos e o seu grau de extingdo durante a maturacdo do fruto é uma
caracteristica de cada variedade, o que implica que o catabolismo desses pigmentos ocorre em

proporcées inerentes a cada variedade (Roca & Minguez-Mosquera, 2001).

Na literatura, um intervalo de valores do IM entre 2 e 4 é descrito como o estado de
maturacdo em que ocorre uma reducdo continua na quantidade de pigmentos (clorofila e
carotendides) (Matos et al., 2007). Sendo a maturacdo um dos fatores que pode influenciar o
teor de pigmentos no azeite, considerando os valores do IM referidos, os azeites em analise
coincidem com este intervalo pelo que os teores de pigmentos estdo a decrescer, com exce¢do

da cv. Arbequina que apresenta um IM inferior a 2.

A concentracdo de clorofilas depende do grau de maturacdo das azeitonas. No inicio do
periodo de colheita predominam as clorofilas, diminuindo no final desta. A descida da
concentracdo de clorofilas pode ser justificada pela atuacdo de varias enzimas de degradacdo
presentes na azeitona. A medida que a maturacdo avanca a perda de clorofilas provoca uma
diminuicdo na cor verde da azeitona e consequentemente na cor do azeite, em funcdo das
guantidades e propor¢Ges de outros pigmentos, principalmente compostos de degradacdo
(Minguez et al., 1990). Matos e colaboradores (2007) também concluiram que o teor de
pigmentos decresce com o indice de maturagdo dos frutos, tendo obtido valores de clorofilas
totais de 25 mg/kg a 30 mg/kg em estdgios de maturacdo iniciais até 2 mg/kg a 5 mg/kg em

estagios mais avancados. Relacionando os valores obtidos podemos referir que a cv. Galega se

Ana Sofia Salgueiro Costa da Costa Ribeiro 89



Contributo para a caracterizagdo de azeite virgem extra de qualidade superior na regido Alentejo

encontra num estagio de maturagdo avancado com 0,91 + 0,01 mg/kg, e as restantes variedades

em estagios intermédios.

A estabilidade oxidativa do azeite é fortemente afetada pela presenca de clorofilas e
derivados, uma vez que estes pigmentos sdo fotossintetizantes em presenca da luz (Morales &
Przybylski ,2003). O baixo valor de 0,15 do K70 (Figura 3.11) na cv. Galega vulgar poderia ser
consequéncia do menor teor de clorofilas que induzem a fotoxidacdo em presenca da luz
(Motilva, 1998). Tendo em conta estas consideracles o azeite da cv. Galega vulgar seria o mais
estavel dos azeites em analise com um teor de clorofilas de 0,91 +0,01 mg/kg e o menos estavel

0 azeite da cv. Cobrancosa com 9,04 + 0,08 mg/kg.

Os principais carotendides presentes no azeite sdo a luteina, o B-caroteno, a violaxantina
e a neoxantina (Boskou, 1998). Normalmente, o conteldo total de carotendides varia entre 1 e

20 ppm (Boskou, 1998).

O teor de carotendides nas amostras de azeite (Figura 3.19) variou de 0,72 + 0,01 mg/kg
para a cv. Galega vulgar com um IM de 4,18 e 4,20 + 0,09 mg/kg para a cv. Blanqueta com um IM
de 2,82. O valor médio obtido para a cv. Arbequina foi dos mais baixos, 2,51 mg/kg no inicio da
maturacdo, IM de 1,02, valor inferior quando comparado com os resultados de Motilva e
colaboradores, que verificaram que o teor de carotendides passou de 12,6 para 4,6 mg/kg de
azeite no final da campanha na regido de Lleida (Motilva et al., 1998) concluindo que a

concentragdo de carotendides se reduz ao longo do estado de maturagao, tal como as clorofilas.
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Figura 3.19 — Valores médios e desvio padrdo do teor de carotendides nas diferentes
amostras de azeite (Abqg = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg =

Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa) expresso em mg por kg de azeite
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A amostra de azeite que apresentou um maior teor de carotendides totais foi a
proveniente da cv. Blanqueta com valores de 4,20+0,09 mg/kg e a que apresentou os menores

valores foi a cv. Galega vulgar com teores de 0,72+0,01 mg/kg.

Devido aos indices solares da regido do Alentejo, as plantas produzem uma maior
concentracdo de compostos de protecdo, os quais normalmente sdo compostos de cor (clorofilas
e carotenos) sintetizados pelas plantas em situacdo de stress luminoso e servem como protecdo
da radiacdo ultravioleta para as componentes essenciais das suas células, principalmente o DNA

(que sofre mutactes em presenca de radiacdo UV) (Oliveira, 2014).

A andlise dos pigmentos, clorofilas totais e carotendides, permitiu um maior
esclarecimento sobre o teor de compostos de cor presentes nas diferentes amostras de azeite,

bem como a sua relagdo com a intensidade de cor, o qual se encontra desenvolvido a seguir.

3.10.2 ESCALA CIELAB

A medicdo da cor foi determinada através de um colorimetro, aparelho que deteta a cor
percetivel pelo olho humano, reportando-a em parametros quantitativos, através do sistema
tridimensional da escala CIEL*a*b*. Neste sistema, L* representa a luminosidade e indica a
coordenada ndo cromatica desde O (preto) até 100 (branco), a* representa a coordenada
horizontal que indica a variacdo da gama de cores desde -80 (verde) até 80 (vermelha) e b* que
representa a coordenada vertical que indica a variacdo da gama de cores desde -80 (azul) até +80
(amarelo). Através dos valores de a* e b* é possivel descrever a localizacdo precisa da cor num

espaco tridimensional pelo valor do Angulo de Hue (Moyano et al., 2008).

A cor, com base nas coordenadas CIE-L*a*b*, ndo apresenta grandes diferencas entre as
amostras (Figura 3.20). O parametro a* apresenta valores negativos que se enquadram nos tons
verdes, no entanto a diferenca entre eles é tdo pequena que ndo tem implicacdes na aprecia¢do
da cor do azeite podendo ser consequéncia do inicio da maturacdo da azeitona. Em relagdo a
coordenada b* todos os valores médios estdo situados na zona dos amarelos. Curiosamente
observa-se uma certa tendéncia para valores negativos de a* (zona verde) e de b* (zona do azul)
mas mantém sempre os valores positivos dentro da zona amarela, nos azeites com valores mais

baixos de pigmentos (clorofila e carotendides), observado nas cvs. Galega vulgar e Arbequina. A
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coordenada L* ndo apresenta diferencas entre os azeites, as médias mantém-se dentro de um

intervalo de valores limitado e ndo muito amplo, compreendido entre 76,2+0,02 e 87,0+0,13.

Através das coordenadas a* e b* obteve-se o Angulo Hue que define a tonalidade de cor,
com valores médios semelhantes entre os 178,70 a 178,76 + 0,01, na zona da cor verde. De
acordo com os resultados o azeite da cv. Picual é o que apresenta uma tonalidade mais verde e
o da cv. Galega vulgar o menos verde; sendo o mais claro o da cv. Arbequina seguido da cv. Galega
vulgar e o que apresenta tonalidade mais escura o da cv. Blanqueta; a tonalidade mais amarela

corresponde ao da cv. Blanqueta e o menos a cv. Galega vulgar.

Os resultados encontram-se de acordo com o esperado, visto que os azeites da regido
Alentejo possuem uma coloracdo escura que varia entre o verde e o amarelo, consoante o estado

de maturagao e a variedade da azeitona.
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Figura 3.20 — Valores médios e desvio padrdo das coordenadas CIE-L*A*B* nas diferentes
amostras de azeite (Abg = Arbequina, Blg= Blanqueta, Cbr = Cobrancosa, Cdv = Cordovil, Glg =

Galega vulgar, Pcl = Picual, Vrd = Verdeal de Serpa)

A referida tendéncia decrescente nos pigmentos durante a maturacdo é confirmada pela
analise da cor do azeite. A cor verde corresponde a estagios iniciais de maturacdo e a cor amarelo-

dourada aos estégios finais (Matos et al., 2007).
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3.11 - OLEOCANTAL E OLEACEINA

Através do Aristoleo® Test Kit foi possivel determinar para as diferentes amostras de azeite
a concentracdo da combinacdo de oleocantal (p-HPEA-EDA) e oleaceina (3,4-DHPEA-EDA)
designada pelo indice D1 (oleocantal+oleaceina). Os valores obtidos variaram de 250 a 1000
mg/kg (Figura 3.21) demonstrando que existe uma variacdo significativa entre as amostras, sendo
os mais elevados para as cvs. Blanqueta com 938 mg/kg, Cobrancosa e Cordovil com 1000 mg/kg

e 0 mais baixo para a cv. Galega com 250 mg/kg.

As cultivares em estudo apresentam valores bastante elevados quando comparados com
a literatura. Num ensaio com amostras de azeite provenientes de paises diferentes, 158 da Grécia
e 17 da Califérnia, por RMN, obtiveram-se concentracdes de oleocantal e oleaceina em que os
valores maximos para o indice D1 correspondiam a cv. Koroneiki proveniente da Grécia com 646
mg/kg (Karkoula et al, 2012). Neste mesmo estudo algumas amostras de azeite da cv. Koroneiki
possuem concentracdes significativamente menores que na maior parte dos casos, o que se pode
atribuir a uma colheita tardia ou a temperaturas elevadas durante a processo de extracdo ou
mesmo a ambos os fatores. Concluiram que existe uma forte correlagdo do indice D1 (oleocantal
"+ oleaceina) com a colheita precoce (Karkoula et al, 2012). Neste estudo pode-se verificar que a
variedade é o factor que interfere neste pardmetro pois para o caso da cv.Arbequina que

apresenta o menor IM o teor de D1 é dos mais baixo, 438+62,5 mg/kg.

%% 1000

(1]

8 E

sg a0

5

g3 600

+ @

QU —

=

S £ 400

S 0

g9 200
0

Abq Blg Chr Cdv Glg Pcl Vrd

Cultivar

Figura 3.21 - Quantidade total combinada de oleocantal e oleaceina (Indice D1) expressa
em mg por kg de azeite nas diferentes amostras (Abg=Arbequina, Blg= Blanqueta,

Cbr=Cobrancosa, Cdv=Cordovil, Glg=Galega vulgar, Pcl=Picual, Vrd=Verdeal de Serpa)
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Num estudo desenvolvido para a determinacdo do conteldo em oleocantal e oleaceina
por H-RMN em azeite virgem extra obtiveram-se valores médios de oleaceina com 64,5 + 7,5
mg/kg e de oleocantal com 124,7 + 7,0 mg/kg (Castilla, 2014), com um indice de 189,2 mg/kg,
valor infeiror comparado com da cv. Galega vulgar. Num outro estudo com azeite virgem extra
proveniente da cv. Morisca através de LC-MS/MS, obtiveram concentragdes de oleaceina de 519
mg/kg e de oleocantal 763 mg/kg (Castro, 2016), com um indice D1 de 1.282 mg/kg, Para um
azeite com 95% de cv. Manzanilla e 5% da cv. Lechin foi obtido por HPLC um indice D1 de 1401
mg/kg (Aranzazu et al, 2016). Estes valores ultrapassam os valores obtidos com as cvs. Cordovil e

Cobrancgosa.

Como a concentracdo de fendis esta fortemente dependente de varios fatores, além do
genotipo existem outros como o clima, a localizacdo do olival, a colheita, os fatores agrondmicos
e o sistema de extracdo (Medina et al. 2017), pelo que uma comparag¢do monovarietal devera ser
sempre relacionada com os possiveis fatores influentes. A produtividade do olival resultante de
diferentes praticas agrondmicas pode influenciar a evolucdo da maturacdo da azeitona e,
consequentemente, a biossintese dos diferentes compostos fendlicos (Peres et al.,2016), o que
pode explicar diferencas entre cultivares em termos de indice D1. O sistema de extracdo de duas
fases permite obter azeite virgem extra com elevada qualidade de fendis sendo imprescindivel
em anos cujas condicBes climaticas reduzem a concentracdo de secoiriddides da azeitona
(Antonini et al., 2015). O sistema Abencor utilizado é semelhante ao sistema de extracdo de duas

fases, o que permitiu que na extracdo do azeite se preservem os fendis.

Tanto o oleocantal como a oleaceina estdo correlacionados com o amargo e pungéncia de
alguns azeites virgem extra como referem varios estudos (Karkoula, 2012; Dermopoulos et al,

2015).

De acordo com a legislacdo da Unido Europeia a variacdo significativa observada das
concentracGes dos secoiriddides polifendlicos bioativos reforca a necessidade de um novo tipo
de classificagdo do azeite (Karkoula et al., 2012). Embora todas as amostras estudadas pertencam
a categoria de azeite virgem extra existe uma diferenca tdo significativa entre elas em relacdo ao
indice D1 que o uso desse indice pode ser usado para caracterizar a qualidade do azeite. Esses
indices referem-se principalmente ao suporte de alegacBes de salde, especialmente as
relacionadas com o oleocantal, e sdo mais especificos do que o equivalente de acido galico

relacionado com os fendis totais. O indice D1 pode ser utilizado como suporte de alegacGes de
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salide uma vez que esta relacionado com a regulamentacao da Unido Europeia (Regulamento EU
432/2012 da Comissdo de 16 de maio) sobre os derivados de hidroxitirosol e do tirosol do azeite
virgem extra (Karkoula et al, 2014), sendo mais preciso e especifico do que o indice de polifendis
totais normalmente utilizado, expresso em equivalentes de acido gélico, podendo tornar-se um

novo padrdo para a alegacdo de salde do azeite (Karkoula et al., 2014).

A colheita em estagios de maturagao precoce, tanto no regime de sequeiro como de
regadio, para cada cultivar, origina azeites de cor verde intenso e pungentes com altos niveis de
compostos fendlicos ao contrario de azeites de cor dourada e menos intensos (Peres et al, 2016).
Pela Figura 3.22 observa-se um elevado grau de correlagdo entre os resultados obtidos do
Chroma e do Indice D1 que permite verificar que a cor do azeite estd relacionado com o contetido
em compostos fendlicos, como referido anteriormente, ou seja a medida que a cor verde é mais

intensa o teor em fendis € maior, como se observa pelo valor de R2 préoximo de 1.

1400 - y = 46,151 + 116,72
R? = 0,9994
1200 - W
1000 -

800 -

indice D1 (mg/kg)

600 -
400 -

200 -

O T T T T 1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Chroma
Figura 3.22 — Combinac3do de oleocantal e oleaceina (Indice D1) vs. Chroma das amostras de

azeite

Pela conversdo dos valores Chroma em concentragdo de oleocantal e oleaceina através da
reta de correlacdo é possivel comparar os resultados obtidos por duas vias diferentes, como se

observa na Figura 3.23.
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Figura 3.23 — Comparacdo da concentracdo de oleacantal e oleaceina (mg/kg) entre o Aristoleo®

Test Kit e o Chroma (c*)

Pela Figura 3.23 observa-se uma uniformidade nos resultados para os azeites que
apresentam uma cor mais clara. O azeite da cv. Blanqueta apresenta maior diferenca entre os
resultados, tal como os das cvs. Picual e Verdeal de Serpa, embora com menor diferenca,
coincidindo com os que apresentam cor mais escura. Com base nestes resultados para os azeites
de cor mais clara é possivel estimar o valor previsto do indice D1, correspondendo a valores baixos

de oleocantal e oleaceina.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Sendo um dos mais importantes alimentos na dieta mediterranica, o azeite virgem extra é
Unico entre as gorduras vegetais, pelos seus elevados niveis de acidos gordos monoinsaturados
e pela presenca de componentes menores responsaveis pelas caracteristicas organoléticas e
propriedades promotoras da saude. A dieta mediterranica estd associada a uma menor incidéncia
de arteriosclerose, doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas e certos tipos de
cancro, cujas propriedades foram parcialmente correlacionadas com o consumo regular de azeite

virgem como principal fonte de gordura.

Enguanto a ciéncia avanga na procura dos efeitos benéficos na salde pelo consumo de
azeite, cabe aos produtores acompanharem este progresso, extraindo azeite que maximize as
potencialidades existentes nas azeitonas, através de boas praticas culturais e de extracdo. Para
além da garantia da qualidade quimica a que nos fomos habituando e do aumento da qualidade
sensorial, a maximizacdo dos componentes menores com efeito potencial na salude estd em
grande parte nas mdos dos produtores: a sele¢do de variedades adequadas, o controlo de pragas
e doencas, a colheita atempada dos frutos em estados de maturacdo mais precoces do que era
tradicional, os cuidados na extracdo do azeite e a sua preservacdo durante o armazenamento,

evitando a sua oxidacdo, sdo fatores que maximizam o potencial biolégico do azeite.

Os resultados deste estudo demonstram os indices de qualidade e a composicdo fendlica
dos diferentes azeites que resultaram de azeitonas em étimas condicBes, processadas apds um
curto espaco de tempo da colheita por um sistema de extracdo adequada. Todos os azeites em
estudo alcancaram os niveis padrdo de qualidade regulamentados, no entanto algumas cultivares
como a Blanqueta, a Cobrancosa e a Cordovil apresentaram valores de oleocantal e oleaceina

gue permitem a utilizacdo das alegacGes de salde estabelecidos pela Unido Europeia.

Devido ao elevado conteldo de compostos fendlicos e baixa presenca de pigmentos
cloroplasticos os azeites tém boa estabilidade oxidativa, além da sua capacidade antioxidante
também contribuir para a sua validade shelf-life. Os teores de flavondides e compostos fendlicos
totais variam com o estado de maturacdo da azeitona e técnicas de producdo, demonstrando a

importancia de se entender o seu comportamento particular para cada cultivar.
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O elevado teor de hidroxitirosol e seus derivados poderdo conferir ao azeite a¢des de
protecdo a saude e, consequentemente, uma melhor valorizacdo no mercado. Com base nos
resultados obtidos consegue-se categorizar os azeites estudados por niveis. Embora todas as
amostras estudadas pertencam a categoria de azeite virgem extra existe uma diferenca
significativa em relacdo ao indice D1, em que a sua utilizacdo poderia caraterizar a qualidade
superior do azeite. Esse indice refere-se ao teor em oleocantal e oleaceina, sendo mais

especificos do que o equivalente de acido gélico relacionado com a atividade antioxidante.

No entanto, ndo sera sé um desafio para os produtores obter um sabor equilibrado e alta
concentracdo de polifendis especificos, como também para os consumidores aceitar e valorizar

as caracteristicas organoléticas de um azeite virgem extra de qualidade superior.

O desafio do mercado global estd focado nao sé para produtos com qualidade certificada,
que garantam a seguranca alimentar, como também incluam a biodiversidade de cultivares de

azeitona, que disponibilizam um potencial de caracteristicas promissoras a serem desvendadas.
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ANEXO | — CARACTERISTICAS DO AZEITE (REGULAMENTO DE EXECUGAO UE 1348/2013 DE 16 DE DEZEMBRO DE 2013)

Teor de acidos (1) Soma Composicia esterolica
Soma dox
dos Bameroy )
i framsln- - | Estervis | Ertrochol
Categoria Mt Linolémico | 7 | Eicose- | - . Ligno- | ggn, | 048605 |Colemer- | Bumsi- | Campes-|  Estig- T b + moanl
%) 5 mmmmmwﬁbnw“mm_ﬂ’_ﬂmwmm
) () ) ™6 "":" %) (%) 0% ) o) 0 o0
%)
1. Azeite virgem extra = 0,05 =10 =06 | =04 | =02 02 |<005]|<005| <035 | <01 | <40 | «Camp. | 2930 | =05 | = 1000 =45
2. Azsite virgem =005 <10 =06 | =04 | =02 | =02 [=005)=<005]| =05 | =0] | =40 | <Camp. | 2930 | =05 |=21000] =45
3. Azeite lampante = 0,05 <10 =06 | =04 | =02 02 |<010]|<010]| <05 | <01 | <40 —_ 290 | <05 |=21000 |=45 ()
4. Azsite refinado 2005 | =10 |[=06]=04]|=<02| 202 |=020(=<030]| <05 |=0] | <40 |<Camp | 2830 | 205 |21000) =45
3. Azeite (constituido por azeites | <005 | <10 [=06 =04 | <02 | 202 |20201=<030) =05 | =01 | <40 | <Camp. | 2930 | =05 | 21000 <45
finados & azemtes vi i
6. Oleo de bagaco de azeitona bruto | = 0,05 <10 [=06|=<04]|<03| <02 [5020]|<010)| <05 | <02 | <40 - 2930 | <05 |22500 [=45 (9
7. Oleo de bagage de azestona | = 0,05 <10 =06 | =04 | =03 02 |<040]|<035| <05 | <02 | <40 | «Camp. | 2930 | =05 | = 15800 > 45
refinade
3. f}hodlbuapndtm =005 <10 =06 | =04 | =03 202 |=040 =035 | =05 | =02 | =40 | <Camp. | 2930 | =05 | =2 1600 > 45
o Tmammmmmu 30,0 paimitobeico: 0,3 - 3,5; heptadecandico: < 0.3 ; beptadecendico: < 0.3; estedrica: 0,5 - 5,07 oleico: 55,0 - §3,0; Hooleic: 3.5 - 21,0,
() Soma dec delta-5,25-estigmastadienc] - + beta-sizotercl + sitostanol - mﬂ*mﬂw
(] 0!muq-umﬁmwwm!-D:Iu"l:plJiﬂqhmm-ﬂm“ﬂmhmﬂmwhmnwliﬁqhmulmﬁ-ilnﬂtn'ul
for inferior ou fgual 3 3.5 %
(%) O cleos cujo teor de cerai esteji comprendido entre 300 mE kg ¢ 150 my kg sdo comiderados dleo de bapago de aseitons broto e O tedr de Akcoois alifiticon oty for vuperion & 350 mg kg ¢ e 3 percentapen de mivodiol e
wnal for superior 2 3.5 %
Nowa:
2} 04 resultadon das amilive) devem T EXpreISoE Com W nimess de Alparismos vignificstives iddetico 50 powviso para cada caracteniitics
Se 0 algarismo seguinte for voperior 4 4, o Gltimo algarizmo significativo deve ser sumentado de wma wnidads.
b}  Basta que uma das caracteristicas exteja fora dos limites fixados para que o produto seja clssificado novtra categoria ou declarado pio conforme quanto 3 w3 purera, paza oa efieitos do preseste repulamento.
€ O asterisco (*) anocisdo 3 determinadss carscteristicns de qualidade do azeite sipmifics o veguint
— e caso do azeite lampante, que o1 lmites comespondestes podem nic ser ohservadoy simultansamente;
— 0o caso dos azeites virgens, que a ndo obwervincia de wm doy Hmites cormespondentes implica v mudanga de cateporia, mantendo-ve, porem, a classificacio muma das categorias de aseites virpens.
d) Mo caso dos Sleor de bagaco de azeitona, o limites relssivos 3y caracterivticas de qualidade ssvinslades com dods asteriscon (*<) podem nio ser observados pimultmmesmente.
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Diferenia
= o
Esteres metlicss de Scidos Indice de . i ranf .
f : Caray Estipmasts- detenmminado erpancleptico | orpancleptico
Cregoria mdm“tfﬂffqt”m ""E':” meke W" dimo  [per HPLC e o) Ky (%) | Kan (%) na{:-x Medizma dos | Madima do
gordos (FAEE) oge| U7 S mpiz () ECH42 defess frmado
cbtido por ) ) ()
calcudo
. o
Azeite vurgem exira I FAME + FAEE =08 = 20 = 250 < 0,9 se % acido < 0,10 =02 =250 | =022 | =001 Md=0 Mi=>0
<73 mekg ou 75 mepkg palmitien total
=L FAME + FAEE < 14 %
= 150 mgkg «
(FAEETFAME) = 1,3 £ 1.0 s % dcido
palmitice total
>14 %
Azeite virgem — =210 =20 = 250 = 0.9 e % dado = 0,10 =02 =260 | =025 | =001 Md =35 Mi>0
pabmitico total
=14 %
£ 1,0 se % acido
palmitico total
> 14 %
Axzaite lampants — =20 — =300 ()| =09 % dado = 0,50 =03 — — — M4 —
palmitico total >335 ()
=14 %
£ 1,1 s& % ssdo
palmitice total
> 14 %
Axzaite refinado —_ £ 03 %3 = 350 = 0.9 52 % dcdo —_ =03 —_ =110 | =016 —_ _
palmitico total
=14 %
= 1,1 se % dade
palmities total
> 14 %
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Driferenca
antrs o
: . . E . ECH42 Exsme Exsme
Emm&lﬂ.u:mde_audns I.mh_cgd.e c e Estig i imad . et kit
Categoria Wd;fm@”m E estares percwides | o Monopalmitata dimo  |porEPLCeo| Kuo (%) | e %) | D28 % | Mediona dos | Mediona do
coz de acidos mEq 2-glicerilo (%) - == = ™) -
sdos (FAEE) oagtn| meks () BCN42 defais rzdo
° ooudo por () (%) Q) (%)
calmalo
¢
3. Azeite (constituido — < 1.0 <15 < 350 < 0.9 22 % dado — <03 — =0%0 | =015 — —
por azerfes palmitico total
refinades e azerfes =14 %
VITgans)
< 1,0 z2 % dcado
palmitico total
=14 %
6. Oleo ds bagapo ds — — — =30 =14 _ =06 — — — — —
azeitona bruto
7. Oleo de bagage de — <03 <3 > 350 =14 — <05 — <200 | =020 — —
azeitona refinade
3. Oleo de bagago de — =10 <15 > 350 <12 — <05 — <170 | =0,18 — —
azeitona

(') Soma dos isdmeros - separaveis ou ndo em coluna capilar

*) O gquando a mediana dos defeitos for inferior ou igual a 3.5 e 2 mediana do fotado igual a 0.

(*)  Os azeites cujo tear de ceras esteja comprendido entre 300 megkg e 350 mgkg sdo considerados azeits lampante s2 o teor de &lcoois alifsticos totais for inferior ou izual a 350 me'ks ou 52 2 percentazem de erimodiol &
uvaol for inferior ou igual a 3.5 %

¥y Os dleos cujo tear de ceras estsja comprendido entre 300 mgke e 350 mgkg s80 considerados oleo de bagago de azeitoma bruto se o teor de alcoois alifticos totais for superior 2 350 mg kg e %2 2 percentagem de
eritrodiol e uvaol for superior a 3.5 %.
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ANEXO Il - ESQUEMA DE TOMADA DE DECISAQ PARA A VERIFICACAO DA CONFORMIDADE DE UMA AMOSTRA DE
AZEITE COM A CATEGORIA DECLARADA

(REGULAMENTO DE EXECUCAO UE 1348/2013 DE 16 DE DEZEMBRO DE 2013)

Azeite declarado como:

Oteo de bagago de
azevtona

Oleo de bagago de
azedtona bruto
Oleo de bagago de
arevona refinado

rgem
extra
WArDem
refinado
Azeite — cOnStRuido por

Critérios de
pureza
v \"4 \"4
V.
| Azeite conforme com a categoria declarada ‘ P —
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QUADRO 1

Azeite virgem extra
(Critérios de qualidade)

P
Azeite nao
conforme com a
<038 >08 A > categoria
declarada (a)
., o
*
> i
Py Azeite ndo
AK< 0,01 AK>0,01 ! conforme com a
Y categoria
(b)
K232~S 2'50 K22 > 2'50 > ’ < LT
L
e
Mediana do Mediana dofrutado=0
frutado>0
e Medianado
Mediana do frutado=0e mediana >
defeto=0 dodefeito>0

Tipo de azeite conforme com os critérios
de qualidade declarados

Passar ao quadro 3 (Critérios de pureza)
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QUADRO 2

Azeite virgem
(Critérios de qualidade)

Azeite n3o conforme
com a categoria
declarada

(a)

Mediana do frutado=0
ou
mediana do frutado>0 e

Mediana do frutado >0
B
mediana do defeito £ 2,5

Tipo de azeite conforme com a categoria declarada
Passar 30 quadro 3 (Critérios de pureza)
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QUADRO 3

Azeite virgem e virgem extra
(Critérios de pureza)

Azeite ndo conforme com a
categoria declarada
(a)

tC 18:1.< 0,05 tC18:1> 0,05 >
t(C18:2 + C18:3)< 0,05 |  t(C18:2 + C18:3) > 0,05
>
/ Azeite ndo conforme
# com a categoria
> i\ declarada

SIM NAO >
<20 2,0<E+Ug45 >45 >
>

Tipo de azeite conforme com a categoria declarada
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QUADRO 4

Azeite lampante
(Critérios de qualidade e pureza)

Azeite ndo conforme
com a categoria
declarada
(a)

>
Azeite ndo conforme
com a categoria
declarada
1€ 18:1<£0,10 > (b)
1(C18:2 + C18:3)£ 0,10 | ¢(C18:2 +C18:3) > 0,10
SIM NAO >
Azeite ndo conforme

<03 >0,3 > com a categoria

declarada

SiM NAO >

" Azeite ndo conforme
»  com a categoria
declarada
(c)
>
>

Azeite ndo conforme
com a categoria
declarada

(d)

Tipo de azeite conforme
com a categoria declarada
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