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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a variacdo de 6 parametros quimicos do azeite virgem extra,
ao longo de 12 meses, sob quatro condicdes de armazenamento. Para isso,
seleccionaram-se 10 amostras de azeite de virgem extra, representativas das principais
regides produtoras de Portugal, sendo 5 monovarietais, das variedades Arbequina,
Cobrancosa, Galega, Picual e 5 de mistura.

Os azeites foram recolhidos directamente nos locais de produgdo, entre Novembro de
2012 e Janeiro de 2013. No laboratério da Egas Moniz, as amostras foram
acondicionadas em frascos de vidro e armazenadas em quatro condi¢des: (1) a
temperatura controlada a 4°C, em frasco ambar e no escuro (4°C); (2) a temperatura
controlada 22-26°C, em frasco ambar e sob luz artificial (FELA); (3) a temperatura
controlada 22-26°C, em frasco incolor e sob luz artificial (FILA); (4) a temperatura
ambiente ndo controlada, em frasco incolor e sob luz natural (FILN).

Os parametros indice de perdxidos, indice de anisidina e teor de clorofila foram
analisados bimestralmente enquanto os parametros tocoferdis totais, indice de iodo e
indice de acidez foram analisados com intervalos maiores e variados.

Para o indice de per6xidos os tempos médios, em meses, estimados para atingir o valor
maximo de 20 meq O2/kg, nas condic¢des 4°C, FELA, FILA e FILN, foram de 16, 12, 8
e 9, respectivamente.

Para o indice de anisidina, ndo se observaram alteracdes significativas no valor
caracteristico de cada amostra, nas 4 condi¢des estudadas.

No teor de clorofila, as condi¢des a 4°C no escuro e FELA, ndo alteraram as
quantidades iniciais de modo significativo. A condi¢do FILA favoreceu o decréscimo
dos teores de clorofila, havendo azeites mais sensiveis que outros. Na condicao FILN,
as amostras apresentaram valores correspondentes a 58% do teor inicial, ja no 2° més de
armazenamento.

Em relacdo ao indice de iodo e aos tocoferdis totais, verificou-se uma tendéncia de
decréscimo, sobretudo na condi¢ao FILN.

Todas as amostras mantiveram o indice de acidez inferior a 0,8 durante os 12 meses

deste estudo.



ABSTRACT

In this work, the variation of 6 chemical parameters of extra virgin olive oil were
studied in 4 conditions of storage, over 12 months. For this, 10 representative extra
virgin olive oil samples of the major producing regions of Portugal were selected, being
5 monovarietal samples, from the varieties Arbequina, Cobrancosa, Galega and Picual,
and 5 of mixed varieties. The oils were collected directly at the production sites,
between November 2012 and January 2013 In the Egas Moniz laboratory, the samples
were placed in glass vials and stored in four conditions: (1) temperature controlled at 4
°C in flask amber in the dark (4 °C); (2) at controlled room temperature 22-26 °C in
amber bottle and under artificial light (FELA); (3) at controlled room temperature 22-26
°C, in clear bottle and under artificial light (FILA); (4) at not controlled room
temperature, colorless bottle and under natural light (FILN). The parameters peroxide
value, anisidine index and chlorophyll content were analyzed bimonthly while
tocopherols parameters, iodine and acid number were analyzed in larger and varied
ranges.

For the peroxide value, the meantime, in months, estimated to reach the maximum value
of 20 meq O2/kg, in the conditions 4 °C, FELA, FILA and FILN, were 16, 12, 8 and 9,
respectively.

For anisidine index, no significant changes in the characteristic value of each sample
were observed in the 4 conditions studied.

In chlorophyll content, the conditions at 4 °C in the dark and FELA did not change the
initial amounts significantly. The FILA condition favored the decrease in chlorophyll
content; some oils were more sensitive than others. In relation to FILN condition, the
samples showed chlorophyll values corresponding to 58% of the initial content, at the
2nd month of storage.

Regarding iodine index and total tocopherols, there was a decreasing trend, especially in
the FILN condition.

All samples retained the acid index below 0.8 during the 12 months of study.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

1.1. ENQUADRAMENTO E OBJECTIVO

O azeite virgem-extra € um produto tipico da regido Mediterrdnica que vem
apresentando crescente importancia gastrondmica, nutricional e econdémica a nivel
mundial, pelo que, a garantia da sua qualidade no momento da sua utilizacdo pelo
consumidor ¢ um tema fundamental para os paises produtores como Portugal, o qual é,
actualmente, o quarto maior produtor europeu de azeite.

Neste trabalho, inserido no Mestrado em ‘Seguranga Alimentar ¢ Saude Publica e
financiado pelo Centro de Investigacdao Interdisciplinar Egas Moniz, CiiEM,
monitorizou-se, ao longo de 12 meses, o estado de conservagdo de azeites virgem-extra,
monovarietais € de mistura, produzidos em Portugal e armazenados em 4 condicdes
possiveis de serem utilizadas pelo consumidor de azeite. O objectivo geral foi comparar
o efeito do tipo de armazenagem na qualidade do produto. As amostras foram
escolhidas com vista a serem representativas da variedade de azeites que sdo produzidos
nas diferentes regides de Portugal.

No presente texto incluiu-se uma breve descri¢cdo sobre as caracteristicas gerais das
variedades de azeitona utilizadas e o processo de fabrico do azeite, de modo a relacionar

o produto final com a matéria-prima.

1.2. A OLIVEIRA, AS VARIEDADES DE AZEITONA

A oliveira, cujo nome sistemdtico € Olea europaea, representa a Unica espécie da
familia das Oleaceae com fruto comestivel, sendo considerada a arvore mais antiga
cultivada pelo homem (Vossen, 2007). Nativa da parte oriental do mar Mediterraneo,
Irdo e sul do Caucaso, a oliveira requer um clima caracterizado por invernos amenos,
primaveras ou outonos chuvosos, verdes quentes e secos e, além disso, grande
luminosidade. A oliveira € uma arvore de porte médio, muito resistente, com raizes
que atingem os 6 metros e com grande longevidade: em Portugal existem oliveiras
com mais de 2000 anos (Firmino, 2010).

A oliveira apresenta um crescimento lento, o inicio da producdo de frutos depende da
variedade, por exemplo, a Arbequina e a Koroneiki, em geral, produzem a partir do

terceiro ano enquanto a Galega, em condicOes favoraveis, a partir do quinto.
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Embora todas as variedades de azeitona possam, em principio, ser utilizadas como
azeitona de mesa e na produc¢do de azeite, o facto € que, ao longo dos anos, foram sendo
seleccionadas as variedades com caracteristicas mais adequadas para a mesa, como por
exemplo o maior tamanho do fruto e a facilidade de desprendimento da polpa do caroco,
e as variedades mais adequadas para azeite, por exemplo o maior rendimento em azeite

por quilo de azeitona.

A tabela 1 apresenta a composi¢do geral da azeitona. Como pode ver-se, estd presente
uma gordura média de 18,5 g/100g da qual cerca de 9,6 g corresponde a dcidos gordos

monoinsaturados — sobretudo acido oléico.

TABELA 1.Composicao geral da azeitona (adaptado de INSA, 2006)

Macroconstituintes Vitaminas
Componentes Por Cpmponentes por 100g*
i 100g* Vitamina A total 39
Agua, g 71,9 (equivalentes de retinol), ug
Proteina, g 1,4 Caroteno, mg 235
Gordura Total, g 18,5 Vitamina D, pg 0
Total de hidratos de carbono 0 a-tocoferol, mg 2,0
disponiveis, g Tiamina, mg 0,020
Total de hidratos de Riboflavina,. Mg 0,070
carbonoexpresso em 0 Equivalentes de niacina, mg 0,70
monossacaridos, g Niacina, mg 0,50
Mono+dissacéridos 0 Triptofano/60, mg 0,20
Acid0§ Orgénicos, g 0 Vitamina B6, mg 0,020
Alcool, g 0 Vitamina B12, pg 0
Amido,g 0 Vitamina C, mg 0
Oligossacaridos, g 0 Fosfatos, ug 0
Fibra alimentar, g 4,0
Acidos Gordos Minerais
Componentes por 100g* Componentes por 100g*
Acidos gordos saturados, g 2,9 Cinza, g 5,10
Acidos gordos 9,6 Sodio(Na), mg 2100
monoinsaturados, g Potdssio(K), mg 60
Acidos gordos polinsaturados, 2,2 Cilcio (K), mg 54
] g Fésforo (P), mg 14
Aqidos gordos trans, g 0 Magnésio(Mg), mg 22
Acidos linoleico, g 2,0 Ferro(Fe), mg 1,6
*de parte edivel Zinco (Zn), mg 0,2

Actualmente, os 10 maiores produtores de azeitona localizam-se no Mediterraneo e sao
responsaveis por mais de 90% da producdo total. Em Portugal, a campanha 2013-14
produziu cerca de 11,5 mil toneladas de azeitona de mesa e 90 mil toneladas de azeite,

sendo o rendimento médio de 14,7 kg de azeite por 100 kg de azeitona (SIAZ, 2014).
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Sao presentemente conhecidas cerca de 332 variedades de azeitona (Trujillo, Ojeda,
Urdiroz, Potter, Barranco, Rallo, & Diez, 2014), embora as variedades mais difundidas
sejam em muito menor ndmero. Neste trabalho utilizaram-se azeites monovarietais das
variedades Arbequina, Cobrancgosa, Galega e Picual e azeites de mistura que continham
também as variedades Cordovil, Macanilla Algarvia e Verdeal.

A figura 1, extraida de um documento do Ministério da Agricultura (Sousa, 2009),
apresenta, em cm, os tamanhos longitudinais e transversais médios dos frutos das

variedades utilizadas neste trabalho, excepto a Cordovil.

@ didmetro longitudinal @ didmetro transversal

FIGURA 1. Tamanho médio do fruto das variedades Galega, Cobrangosa, Arbequina, Picual, Cornezuelo,

Verdeal, Azeiteira, Maganilha e Redondil (Sousa, 2009).

Os topicos a seguir, adaptados de textos relacionados com a produgdo de azeite
(CEPAAL, 2013; Companhia do Azeite, 2013; Filipe, 2014), incidem maioritariamente
sobre a origem da variedade, os requisitos da oliveira, o aspecto fisico da azeitona e as

propriedades organolépticas do azeite.

1.2.1. VARIEDADE ARBEQUINA

Esta variedade, de origem espanhola, tem a sua principal drea de cultivo na Catalunha,
embora também ja se encontre um pouco por todo o mundo, em especial na Argentina.
A arvore da Arbequina tem dimensdo reduzida, adapta-se a terrenos pobres e apresenta
alta resisténcia ao frio. A azeitona Arbequina, de forma ovalada quase redonda (Fig. 1),

tem uma baixa relacdo polpa/carogco e pequeno tamanho, o que leva a dificuldades na
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colheita mecanizada. E uma variedade muito apreciada pela sua precocidade, elevada
produtividade e bom rendimento de gordura (cerca de 20,5%). Quando comeca a
colheita, as azeitonas sdo muito verdes e isso reflecte-se sobre as caracteristicas
organolépticas do azeite. Normalmente, estas azeitonas nunca chegam a maturagdo
total. Os azeites obtidos tém atributos bem definidos, com sabores mais verdes, amargos
e picantes, no inicio da colheita, e mais doces no final, sendo utilizados especialmente

para o tempéro de saladas, verduras.

1.2.2. VARIEDADE COBRANCOSA

Esta variedade € cultivada principalmente no nordeste de Portugal, em Tris-os-Montes,
mas, nos ultimos anos, o seu plantio tem vindo a ser alargado a todo o pafs. A oliveira
Cobrangosa adapta-se bem a climas severos, seja ao frio ou ao calor, e apresenta boas
condi¢Oes para a colheita mecénica. O fruto é rico em polifendis, por isso resistente a
oxidagdo, e a sua polpa tem uma textura consistente, pelo que, além da producdo de
azeite, costuma ser processado para conserva, azeitona de mesa. O rendimento em
azeite varia entre os 18 a 22%, o qual, quando processado num estado inicial de
maturacdo do fruto, tem um sabor ligeiramente amargo e picante, que passa a doce e

suave, a medida que avanca o estado de maturacao.

1.2.3. VARIEDADE CORDOVIL
Cultivares caracteristicos desenvolvidos na Beira Interior (Castelo Branco) e no
Alentejo (Serpa). Fruto apropriado para colheita por vibracdo. O seu azeite &

especialmente rico em acido oleico, muito utilizado também em conserva.

1.2.4. VARIEDADE GALEGA

E uma variedade exclusivamente portuguesa, pelo que, fora do pafs, é muitas vezes
referida como a azeitona portuguesa. E a variedade mais difundida em Portugal, muito
frequente nas Beiras, Alentejo e Algarve.

Consegue-se distinguir das restantes variedades pelo seu pequeno calibre, de cor verde
médio com alguma pruina, e preto intenso quando madura. O caroco eliptico com uma
superficie lisa tem estrias pouco vincadas e sabor caracteristico. Oferece resisténcia ao
desprendimento da oliveira, pelo que dificulta a apanha mecanica. E utilizada em azeite,

embora o rendimento ndo seja elevado, e em conserva. Os azeites sdo, de um modo
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geral, espessos na boca, muito doces, com frutado ligeiro e notas suaves de verde folha

e marcadas de maca madura e também de frutos secos.

1.2.5. VARIEDADE MACANILHA

A variedade Maganilha Algarvia € conhecida pela sua tolerancia ao frio, a seca e a
salinidade. A capacidade de enraizamento, a entrada em producdo, a época de
maturagdo e a produtividade situam-se, em geral, na média das escalas respectivas.

Os seus frutos sdo pouco resistentes ao desprendimento, o que contribui para a colheita
mecanizada. Pode ser utilizada tanto para obtengao de azeite, como para azeitona de
mesa, verdes ou maduras, devido ao tamanho e calibre dos seus frutos. A separacdo da

polpa do caroco ¢ dificil.

1.2.6. VARIEDADE PICUAL

A mais abundante variedade de azeitona no mundo, devido a sua forte implantacdo em
Espanha, de onde € origindria, sendo 85% da regiao de Jaén. O seu nome inspira-se no
fruto, que possui uma forma em pico. Esta variedade apresenta particular tolerancia ao
frio, salinidade e excesso de humidade no solo. A entrada em producdo € precoce.
Apresenta uma alta produtividade para azeite (cerca de 22%), o qual é de qualidade

mediana e ligeiramente amargo, devido aos polifenois presentes.

1.2.7. VARIEDADE VERDEAL

A azeitona Verdeal adapta-se bem praticamente a todo o solo portugués. E frequente
tanto no Alentejo (Verdeal Alentejana) como em Tras-os-Montes (Verdeal
Transmontana). Amadurece tardiamente. E utilizada para conserva, em verde ou
triturada, mas principalmente para a extrac¢dao de azeite, com um bom rendimento. O
azeite resultante € bastante fino, com um frutado marcante, persistente, com verde de

folha e sabor bastante amargo e picante.

1.3. A ATUAL IMPORTANCIA NUTRICIONAL E ECONOMICA DO AZEITE

O azeite, que deriva do vocébulo drabe ‘Az-zait’ (sumo de azeitona) ¢ um lipido liquido
3 temperatura ambiente de 20°C. A sua origem remonta 2 Asia Ocidental mas depressa
se estendeu a zona mediterranica onde, desde cedo, converteu-se no principal dleo

alimentar da maioria dos povos mediterranicos (Vossen, 2007).
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Embora o consumo de azeite ja fosse tradicionalmente considerado saudédvel pelas
populacdes do mediterraneo, o seu beneficio para a saide somente alcangou um impacto
a nivel mundial a partir da difusdo por varios autores, na década de 90, por exemplo
Nestlé (1995), dos trabalhos de investigagdo de Ancel Keys, em especial a comparagdo
que fez sobre a incidéncia de doenga corondria e morte em 7 paises e a sua associacao
com o modo de vida e a alimentacdo dos seus habitantes (Keys, 1980). Este autor
propds que a maior longevidade e menor ocorréncia de doencas cardiovasculares em
paises como a Grécia estaria relacionada com o que ele classificou como «dieta
mediterranica», da qual o consumo de azeite é parte indissocidvel. Desde entdo ocorreu
um grande aumento na investigacdo cientifica sobre o azeite, como se verifica na figura
2. Considerando o periodo de 1900 a maio de 2014, estdo contabilizados no Google
Scholar 5659 artigos cientificos em que o termo “Olive Oil” consta no titulo. Destes,

5312 artigos, ou seja 94%, foram publicados no periodo de 1990 a 2014.

N° artigos cientificos com ""olive oil no titulo
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FIGURA 2. Distribui¢o dos artigos sobre “Olive 0il” no periodo 1900-2014 (adaptado de Google scholar,
2014).

Muitos destes estudos procuram comprovar cientificamente as alegacdes de saude
tradicionalmente associadas ao azeite. Por exemplo, as populagdes do Mediterraneo
atribuem-lhe culturalmente um efeito benéfico no equilibrio da pressdo arterial. Em
2008, investigadores mexicanos realizaram ensaios clinicos com humanos e propuseram
o acido oleico como o principal responsdvel por este efeito (Terés, Barcelo-Coblijn,
Benet, Alvarez, Bressani, Halver & Escriba, 2008).

Para além das doengas cardiovasculares, o consumo de azeite virgem-extra também tem
vindo a ser associado a efeitos anti-inflamatérios (des Gachons, Uchida, Bryant, Shima,

Sperry, Dankulich-Nagrudny,... & Breslin, 2011) e a uma menor incidéncia de
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distirbios neurolégicos e cancro da mama (Erol-Dayi, Arda & Erdem, 2012), entre
outros. Estas propriedades sauddveis do azeite t€m sido relacionadas com componentes
minoritdrios, sobretudo com os compostos fendlicos (Garcia, Magalhaes, Fregapane,
Salvador & Paiva-Martins, 2012). Contudo, a composicdo fendlica qualitativa e
quantitativa do azeite de virgem extra ¢ amplamente afectada por muitas varidveis
relacionadas a todas as etapas da producdo, que vao desde a fase de maturacdo dos
frutos de oliveira até as condi¢des de armazenamento (Koseoglu & Unal, 2004), além
de vdrios factores de gendtipo (EI Riachy, Priego-Capote, Rallo, Luque-de Castro &
Leén, 2012).

Uma vez concluidos os estudos sobre uma alegacdo de saude, realizados por varios
grupos de investigagdo, cabe a autoridade competente reconhecer ou ndo estas

alegacdes, segundo os regulamentos vigentes.

Em relacdo a 7 alegacdes de saude relacionadas com os compostos fendlicos e
polifendis do azeite, a European Food Safety Agency, EFSA, divulgou em 2011 o
parecer de um painel cientifico sobre a sua fundamentacio, nos termos do artigo 13 (1)
do Regulamento (CE) n ° 1924/2006 (Agostoni, Bresson, Tait, Flynn, Golly,

Korhonen,... & Verhagen, 2011), que se transcreve resumidamente a seguir:

- Proteccdo das particulas de LDL de danos oxidativos (ID 1333, 1638, 1639, 1696, 2865) — Com base
nos dados apresentados, o Painel concluiu que foi estabelecida uma relagcdo de causa e efeito entre o
consumo de polifendis do azeite (normalizado pelo teor de hidroxitirosol e seus derivados) e a protec¢do
das particulas de LDL de danos oxidativos. O Painel considerou que a alegagcdo é suportada pelo
consumo didrio de 5 mg de hidroxitirosol e seus derivados (por exemplo, oleuropeina e tirosol) em azeite
de oliva. Estas quantidades devem estar disponiveis em quantidades moderadas de azeite, no contexto de

uma dieta equilibrada.

- Manutencdo das concentragdes normais do sangue de HDL-colesterol (ID 1639) — Com base nos dados
apresentados, o Painel concluiu que as provas apresentadas ndo sdo suficientes para estabelecer uma
relagcdo de causa e efeito entre o consumo dos polifendis do azeite de oliva (padronizado pelo conteiido
de hydroxytyrosol e seus derivados) e a manutengcdo de concentragoes normais no sangue de HDL-
colesterol.

- Manutenc@o do normal pressdo arterial (ID 3781) — O Painel concluiu que ndo foi estabelecida uma
relacdo de causa e efeito entre o consumo de polifendis no azeite (de oliva, frutas dguas residuais fabrica
de azeite ou oleo de oliva, Olea europaea L. extrato e folhas) padronizado pelo seu contetido de
hydroxytyrosol e seus derivados (por exemplo, complexo oleuropein) e a manutencdo da pressdo arterial
normal.

- "Propriedades anti-inflamatdrias" (ID 1882) — O Painel considerou que a redugdo da inflamagdo no
contexto de doencas como a osteoartrite ou artrite reumatodide é um alvo terapéutico para o tratamento
da doenga, e ndo estd em conformidade com os critérios estabelecidos no Regulamento (CE) n °

192472006
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-"Contribui para a satide do trato respiratério superior” (ID 3468) — O Painel concluiu que o efeito
alegado ¢é geral e ndo especifico, e ndo se refere a qualquer alegacdo de satide especifica, conforme
exigido pelo Regulamento (CE) n ° 1924/2006.

- "Pode ajudar a manter a fun¢@o normal do trato gastrointestinal" (ID 3779) — O Painel concluiu que o
efeito alegado é geral e ndo especifico, e ndo se refere a qualquer alegacdo de saiide especifica,
conforme exigido pelo Regulamento (CE) n ° 1924/2006.

- "Contribui para as defesas do organismo contra agentes externos "(ID 3467) — O Painel concluiu que o
efeito alegado é geral e ndo especifico, e ndo se refere a qualquer alegacdo de saiide especifica,
conforme exigido pelo Regulamento (CE) n ° 1924/2006.

Por suas caracteristicas dnicas, a Dieta Mediterranica foi inscrita na Lista de Patrimoénio
Imaterial da Humanidade da UNESCO, em 2010, com a seguinte definicao: “The
Mediterranean diet constitutes a set of skills, knowledge, practices and traditions
ranging from the landscape to the table, including the crops, harvesting, fishing,
conservation, processing, reparation and, particularly, consumption of food. The
Mediterranean diet is characterized by a nutritional model that has remained constant
over time and space, consisting mainly of olive oil, cereals, fresh or dried fruit and
vegetables, a moderate amount of fish, dairy and meat, and many condiments and
spices, all accompanied by wine or infusions, always respecting the beliefs of each
community (UNESCO, 2010)”. Em 2010, a lista dos paises onde se pratica a dieta
mediterranica incluia Grécia, Itdlia, Marrocos e Espanha. A partir de 2013, Portugal,

Chipre e Cro4cia foram também incluidos no inventdrio da UNESCO (Graga, 2014).

A difusdo das informagdes cientificas sobre os beneficios do azeite tem contribuido para
o aumento do consumo mundial, o qual cresceu numa média de 1,9% ao ano nos
ultimos 15 anos, tendo passado de 2,413 milhdes de toneladas na safrade 1998/99 para

3,137 milhdes de toneladas em 2012/13 (Casa do Azeite, 2014).

A Espanha € actualmente o maior produtor mundial, cerca de 1 milhdo de toneladas
anuais. A producdo localiza-se principalmente na Andaluzia, sobretudo na regido de
Jaén, e na Catalunha. As principais variedades de azeitona para azeite sdo Picual,
Verdala e Manzanilla, na Andaluzia, e Arbequina e Real, na Catalunha. A Itdlia € o
segundo produtor mundial (cerca de 600.000 toneladas anuais), estando a producdo
localizada principalmente na Sicilia, Caldbria e Puglia. As principais variedades de
azeitona italiana para azeite sdo Frantoio, Leccino Pendolino, e Moraiolo. A Grécia é o

terceiro produtor mundial de azeite (cerca de 350.000 toneladas anuais) sendo a
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variedade Koroneiki, origindria do Peloponeso, a mais conceituada azeitona grega para

azeite (PROSODOL, 2011; OTG, 2014).

Portugal € actualmente o quarto maior produtor europeu de azeite, estendendo-se a drea
cultivada por cerca de 336 mil hectares (BES, 2013). A figura 3 mostra a quantidade
produzida em 2011, aproximadamente 800.000 hectolitros (cerca de 72.000 toneladas),
tendo esta produgdo ocorrido principalmente no Alentejo (ALE) (500.000 hL) e Tréas-
os-Montes (TM) (150.000 hL) e os 20% restantes distribuidos pelas outras regides do
pais, sobretudo Beira Litoral (BL), Beira Interior (BI), Ribatejo & Oeste (RO) e entre
Douro & Minho (EDM). Em Tras-os-Montes, uma oliveira produz, em média, 20 kg de
azeitonas, sendo necessdrias cerca de 5 a 6 kg de azeitonas para obter-se 1 L de azeite
(CMM, 2007). A producio de azeite permite que uma parte seja exportada para diversos
paises, sendo o Brasil o principal importador, como se pode ver na figura 4, que mostra
a exportacao do azeite portugués por pais de destino.
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FIGURA 3. Producgdo (hL) de azeite em Portugal em 1995 e em 2011 (BES, 2013)
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FIGURA 4. Exportagdo de azeite portugués em 2012, por pais de destino (BES, 2013)

1.4 DESIGNACOES DE PRODUTOS LIQUIDOS DA AZEITONA

Na Unido Europeia, o Regulamento (CE) n°® 1234/2007, do Conselho de 22 de Outubro
de 2007, estabeleceu as 8 designacdes (nomeadamente, azeites virgens - 3
subcategorias, azeite refinado, azeite, 6leo de bagaco de azeitona bruto, éleo de bagaco
de azeitona refinado, 6leo de bagaco de azeitona) e a respectiva descricdo das
caracteristicas dos 8 diferentes produtos liquidos obtidos da azeitona, como se

transcreve a seguir:

“DESIGNACOES E DEFINICOES DOS AZEITES E OLEOS DE BAGACO DE AZEITONA A QUE
SE REFERE O ARTIGO 118.

1. AZEITES VIRGENS

Azeites obtidos a partir do fruto da oliveira unicamente por processos mecanicos ou outros processos
fisicos, em condi¢des que ndo alterem o azeite, e que ndo tenham sofrido outros tratamentos além da
lavagem, da decantacdo, da centrifugacao e da filtracdo, com exclusdo dos azeites obtidos com solventes,
com adjuvantes de ac¢do quimica ou bioquimica ou por processos de reesterificacdo, bem como de
qualquer mistura com 6leos de outra natureza.

Estes azeites sdo exclusivamente classificados e descritos do seguinte modo:

a) Azeite virgem extra
Azeite virgem com uma acidez livre, expressa em écido oleico, ndo superior a 0,8 g por 100 g, estando as
outras caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.

b) Azeite virgem
Azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido oleico, ndo superior a 2 g por 100 g, estando as
outras caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.

c) Azeite lampante
Azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido oleico, superior a 2 g por 100 g e/ou estando as
outras caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.
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2. AZEITE REFINADO
Azeite obtido por refinag@o de azeite virgem, com uma acidez livre expressa em 4dcido oleico ndo superior
a 0,3 g por 100 g, estando as outras caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.

3. AZEITE — COMPOSTO POR AZEITE REFINADO E AZEITE VIRGEM

Azeite obtido por loteamento de azeite refinado e de azeite virgem, com exclusdo do azeite lampante,
com uma acidez livre, expressa em &cido oleico, ndo superior a 1 g por 100 g, estando as outras
caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.

4. OLEO DE BAGACO DE AZEITONA BRUTO

Oleo obtido de bagaco de azeitona por tratamento com solventes ou por processos fisicos, ou 6leo
correspondente, com excepg¢do de certas caracteristicas especificas, a um azeite lampante, com exclusdo
dos 6leos obtidos por processos de reesterificagdo e qualquer mistura com 6leos de outra natureza, e com
as outras caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.

5. OLEO DE BAGACO DE AZEITONA REFINADO

Oleo obtido por refinacdo de Sleo de bagaco de azeitona bruto, com uma acidez livre, expressa em dcido
oleico, ndo superior a 0,3 g por 100 g, estando as outras caracteristicas conformes com as previstas para
esta categoria.

6. OLEO DE BAGACO DE AZEITONA

Oleo obtido por loteamento de 6leo de bagaco de azeitona refinado e de azeite virgem, com exclusdo do
azeite lampante, com uma acidez livre, expressa em dcido oleico, ndo superior a 1 g por 100 g, estando as
outras caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.”

Para além das indicagdes sobre o0 modo de obtengdo dos produtos liquidos obtidos da
azeitona, acima descritas, a Unido Europeia também estabeleceu, através do
Regulamento (CE) n°® 510/2006 do Conselho, de 20 de Marco de 2006, os critérios para
a denominac¢do de origem protegida (DOP) ou para a indica¢do geografica protegida
(IGP) de um determinado produto agricola ou género alimentar. Em Portugal, o azeite
de denominagdo de origem protegida (DOP) tem caracteristicas histdrico-culturais, de
processamento, fisico-quimicas e organolépticas préprias de determinada regido. E
obrigatoriamente extraido e embalado na regido de origem das azeitonas. As DOP sdo
geridas pelo Agrupamento de Produtores da regido e controladas e certificadas pelo
Organismo Privado de Controlo de Certificacdo. Existem actualmente 6 regides com
denominacdo de origem protegida, nomeadamente DOP Alentejo Interior, DOP Beira
Interior, DOP Moura, DOP Norte Alentejano, DOP Ribatejo e DOP Tras-os-Montes
(CONFAGRI, 2008).

Adicionalmente, estd também prevista a informacao referente ao modo de producao das
azeitonas, no rétulo do produto. Neste caso a mais valia refere-se a introdu¢do do nome
«bioldgico», se a produgdo tiver ocorrido sem o recurso a produtos quimicos da era
tecnoldgica, como fertilizantes e pesticidas. Os procedimentos e caracteristicas relativos

ao modo de producdo biolégico de produtos agricolas e a sua indicagdo nos produtos
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agricolas e nos géneros alimenticios constam no Regulamento (CEE) n° 2092/91 do

Conselho, de 24 de Junho de 1991.

1.5. PROCESSO DE FABRICO DO AZEITE VIRGEM

As etapas do processo industrial de producdo de azeite virgem incluem a apanha da
azeitona, o transporte para o lagar, a lavagem, a trituracdo da azeitona, a batedura, a
centrifugacdo, o armazenamento e a filtracdo (Frankel, 2013). A figura 5 resume as

etapas do processo (DREAlentejo, 2013).

Apanha das
Azeitonas

Transporte
para o Lagar

hd
Operacaoes
Preliminares

Azeitona Limpa Lavada e Pesada

Moenda

Pasta de Azeitona

M

Termobatedura

Pasta de azeitona Batida e Aquecida

V]
Separacdo de
Solidose | Bagaco
qunidos
LV

Azeite + Agua

1V |
Separacao |4 Agua

do Azeite Russa

1V
Azeite Virgem

Armazenamento

FIGURA 5. Etapas do processo de obtencdo de azeite virgem (DREAlentejo, 2013).

Para a obten¢do de um azeite virgem de qualidade € necessario utilizar azeitonas recém-
colhidas, exclusivamente provenientes da arvore, sds, € que se encontrem no ponto
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desejado de maturagdo. A figura 6 mostra 0 momento da apanha mecanizada de uma

oliveira da variedade Cobrancosa, em Trads-os-Montes.

FIGURA 6. Apanha mecanizada da azeitona (foto Z. Morais, 2013)

O momento da apanha da azeitona € uma decisdo importante que define em grande parte
as propriedades do azeite final pois, devido aos varios processos metabdlicos que vao
ocorrendo no fruto ao longo do seu amadurecimento, a composi¢do quimica da azeitona
varia consoante o momento em que € colhida. As indicacdes comerciais das
propriedades organolépticas do azeite virgem na Unido Europeia seguem o
Regulamento (CE) n°® 640/2008, que contempla os seguintes atributos na rotulagem:
Frutado - com o qualificativo verde ou maduro, Amargo e Picante, complementados
com os termos intenso, médio ou ligeiro e ainda Equilibrado e Doce (GPP, 2014). As
combinagdes permitidas para estes atributos, por exemplo «frutado verde intenso»

levam a cerca de 14 tipos organolépticos possiveis no rétulo de um azeite virgem.

Actualmente, o Conselho Oleicola Internacional, com sede em Madrid, atribui prémios
anuais aos melhores azeites virgens tendo em conta apenas quatro categorias,
nomeadamente Verde Intenso, Verde Médio, Verde Ligeiro e Maduro, as quais estdo
relacionadas com o grau de maturacdo da azeitona. Em 2014, Portugal foi galardoado
com cinco prémios do COI, nomeadamente o 1°, 2° e 3° lugares na categoria Verde
Ligeiro e o 1° e 2° lugares na categoria Verde Médio. Os produtores vencedores destes
prémios foram, respectivamente: Sociedade Agricola Vale de Ouro, S.A. - Ferreira de

Alentejo, Elosua Portugal, S.A. — Azambuja, Cooperativa de Olivicultores de Valpagos,
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C.R.L. — Valpacos, Casa Agricola Roboredo Madeira, S.A. — CARM — Almendra, Gallo
Worldwide — Lisboa (COI, 2014).

Depois da apanha, o transporte da azeitona ao lagar deve ocorrer rapidamente, de
preferéncia no préprio dia, e em condi¢des que conservem a integridade do fruto. No
lagar deve existir um controlo exigente do estado de limpeza e higienizacdo dos
materiais que irdo estar em contacto com o azeite, assim como das temperaturas

utilizadas e de todos os passos da laborac@o e armazenamento (Santos, 2009).

Uma vez no lagar, a azeitona € pesada e lavada e depois passa para a fase de trituragdao
(Fig. 7). A tritura¢do da azeitona € processo fisico que tem como objectivo libertar os
6leos armazenados nas goticulas de polpa. O produto da trituragdo € designado pasta de

azeitona.

FIGURA 7. Lavagem (a esquerda) e trituracdo (a direita) da azeitona (foto L. Serrano, 2013)

Actualmente, a pasta de azeitona é obtida em lagares industriais, seja com a tradicional
e descontinua pedra moinho seja com a moderna e continua trituradora de martelo (Fig
7 a direita). Esta ultima é usada principalmente nas industrias onde a extraccao do azeite
¢ realizada por centrifugacdo. A trituracdo da azeitona € um dos passos mais
importantes, no que respeita ao perfil fendlico de azeite virgem produzido, uma vez que,
depois da azeitona estar triturada, varias enzimas envolvidas na geracdo e transformacgao

dos compostos fendlicos podem ser activadas (Inarejos-Garcia, Fregapane & Salvador,

2011; Servili, Sordini, Esposto, Urbani, Veneziani, Di Maio & Taticchi, 2013).

Segue-se a etapa de batedura, ou malaxagem, da pasta de azeitona, que realiza-se num
equipamento de aco inoxidadvel constituido por uma cuba semicilindrica com um eixo
horizontal, bracos rotativos, e laminas de diferentes formas e tamanhos (Fig. 8). Esta

cuba é equipada com uma camisa de aquecimento onde ha circulacdo de dgua quente
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para aquecer a pasta de azeitona. A batedura proporciona a aproximacao das pequenas
goticulas de azeite de forma que estas goticulas se unam em gotas maiores até
constituirem uma fase liquida continua. A eficiéncia desta etapa depende das
caracteristicas da pasta de azeitona e dos parametros tecnoldgicos da operagado tais como
temperatura e tempo, os quais devem ser correctamente balanceados pois um tempo
alongado de batedura pode promover a extraccdo do 6leo mas também a sua oxidagdo,
diminuindo a validade do produto final, pelo que, em geral, decorre durante 20-40
minutos (Di Giovacchino, Costantini, Ferrante, & Serraiocco, 2002; Clodoveo, 2012). A
temperatura da batedura também é fundamental para a qualidade do azeite pois
temperaturas elevadas podem favorecer a solubilizacdo dos compostos fendélicos na fase
oleosa mas, por outro lado, proporcionam a perda dos ésteres voléteis que ddo bom

aroma ao azeite. A temperatura adequada situa-se entre 25 e 30 °C (Greenfood, 2010).

FIGURA 8. Batedeira, vista superior (a esquerda) e vista lateral (a direita) (foto L. Serrano, 2013)

Por fim, os constituintes liquidos e a pasta de azeitona sdao separados por prensagem ou
por centrifugacdo. Na primeira, sdo usadas prensas sujeitas a uma elevada pressdao que
separam o azeite e a dgua da pasta sdlida; o azeite € posteriormente separado da dgua
por processos de decantagdo. Na segunda, uma técnica mais recente, 0 movimento de

rotacdo a alta velocidade permite separar o azeite das restantes partes (Fig. 9).
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FIGURA 9. Centrifugas horizontais, vista geral (a esquerda) e centrifuga vertical (a direita) (foto L.
Serrano, 2013)

A etapa de centrifugacdo é geralmente utilizada como uma separacdo primdria da
fraccdo de azeite do material s6lido. Esta etapa pode ser realizada usando a combinagdo
de dois sistemas diferentes: centrifugacdo horizontal (de trés e de duas fases) e
centrifugacdo vertical. A centrifugacdo horizontal de trés fases utiliza um decantador
que necessita que se adicione dgua quente para diluir a pasta de azeitona e facilitar a
separacdo (Salvador, Aranda, Gomez-Alonso & Fregapane, 2003) enquanto na
centrifugacdo horizontal de duas fases ndo € necessdrio a adi¢cdo de dgua quente.
Contudo, deve-se ter em conta que o sistema de duas fases requer um valor minimo de
humidade na pasta de azeitona (aproximadamente 50 %), a fim de facilitar o processo

de separacdo (Gimeno, Castellote, Lamuela-Raventoés, De la Torre & Lopez-Sabater,

2002).

FIGURA 10. Produto final, azeite virgem (foto L. Serrano, 2013)

Na area do Mediterraneo, o azeite € geralmente produzido a partir de Setembro e
armazenado até filtracdo e comercializacdo a partir de Fevereiro (Fig. 10). Para além do

aspecto mais transparente do produto filtrado, ndo estdo comprovados beneficios
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adicionais da filtragao do azeite (Fregapane, Lavelli, Le6n, Kapuralin & Desamparados

Salvador, 2006).

Os subprodutos da producdo de azeite estdo classificados segundo o modo de extrac¢do
utilizado. Pelo sistema tradicional de prensagem e pelo sistema de centrifuga¢do em 3
fases, mais utilizados em Portugal, existem dois residuos sendo um deles um liquido
preto e malcheiroso denominado dgua-ruca e o outro um sélido constituido por uma
mistura de carocos, peles e celulose, denominado bagaco de azeitona. Eventualmente,
esta mistura sélida € reprocessada para remocdo de 6leo residual; se for submetida
apenas a prensagem, o 6leo obtido ¢ denominado 6leo de bagaco de azeitona; no caso da
extraccdo realizar-se com solventes organicos, designa-se o 6leo por 6leo de bagaco de

azeitona refinado (Regulamento CE 1234/2007).

Modernamente tém-se realizado estudos com vista ao tratamento e valorizacdo das
dguas-rucas. Uma solugdo pouco dispendiosa, mais recomendada aos pequenos
produtores, é a neutralizagdo do seu pH 4cido por ac¢do da cal hidratada, (Ca(OH),), ou
do carbonato de célcio (CaCOs), e utilizacdo subsequente como dgua de rega. Outra
possibilidade é a evaporacdo da 4gua, em lagoas construidas para o efeito, e a
comercializacdo do residuo sélido, depois de seco, como condicionador do solo ou

como combustivel (incineragdo) (Ferraz, 2012).

Em Espanha, o modo de extraccdo € principalmente o sistema de centrifugacdo em 2
fases, o que leva a um residuo pastoso tnico denominado "alperujo” ou "bagaco de duas
fases", que tem um contetido de dgua mais elevado e é mais dificil de tratar do que os

residuos sdlidos tradicional (Gallardo-Guerrero, Roca & Minguez-Mosquera, 2002).

1.6. COMPOSICAO DO AZEITE

O azeite € constituido essencialmente pelos componentes da azeitona insoluveis em
agua, dos quais aproximadamente 98% sdo triacilglicerdis, TAG, ésteres de acidos
gordos e glicerol (Codex Alimentarius, 2003). O TAG mais abundante do azeite € a
trioleina (Fig. 11). A classificagao tradicional dos constituintes do azeite ¢ dada pelo seu
comportamento na reac¢do de saponificacdo, em que promove-se o refluxo do azeite
com hidréxido de potassio etandlico seguido da adicao de dgua originando duas fases:

uma fase aquosa, denominada saponificdvel, onde localizam-se os componentes
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maioritdrios — sobretudo sais dos 4cidos gordos, resultantes da hidrélise dos TAGs,
glicerol, fosfolipidos e compostos

fendlicos polares - e uma fase orgénica, s

denominada insaponificavel, que § i h
g gl

contém os componentes minoritdrios do »,ch,_(’j

-~ 0‘.
azeite - hidrocarbonetos, alcoois, [ I .

_\.__ﬁ _;.r—'

polifendis, tocoferdis, esterdis, ceras, [ Nt
pigmentos e compostos volateis, entre
outros (APA-PE, 2012). FIGURA 11. Estrutura da triolefna, OOO.

1.6.1 CONSTITUINTES MAIORITARIOS, A FRACCAO SAPONIFICAVEL

A tabela 2 apresenta as gamas de percentagem relativa dos principais acidos gordos do
azeite virgem, azeite refinado e 6leo de bagago de azeitona refinado, segundo o Codex
Alimentarius (2003). Como pode ver-se, os 4cidos gordos maioritdrios sdo o oleico
(55%-83%), o palmitico (7,5%-20%) e o linoleico (3,5%-21,0%), nos trés produtos que,
de resto, sdo muito semelhantes no perfil geral dos acidos gordos, excepto quanto aos
acidos gordos frans que estdo presentes em gamas muito superiores no azeite refinado e

no 6leo de bagaco de azeitona refinado, comparativamente ao azeite virgem.

TABELA 2. Composi¢do em 4dcidos gordos do azeite virgem, azeite refinado e 6leo de bagaco de azeitona
refinado (Codex Alimentarius, 2003)

Azeite virgem | Azeite refinado deoalzee(i)tgsab:eg}ailg: do
Acidos Gordos
C 14:0 0,0-0,05 0,0-0,05 0,0-0,05
C 16:0 7,5-20,0 7,5-20,0 7,5-20,0
C l16:1 0,3-3,5 0,3-3,5 0,3-3,5
C17:0 0,0-0,3 0,0-0,3 0,0-0,3
C17:1 0,0-0,3 0,0-0,3 0,0-0,3
C 18:0 0,5-5,0 0,5-5,0 0,5-5,0
C 18:1 55,0-83,0 55,0-83,0 55,0-83,0
C18:2 3,5-21,0 3,5-21,0 3,5-21,0
C18:3"
C20:0 0,0-0,6 0,0-0,6 0,0-0,6
C20:1 0,0-0,4 0,0-0,4 0,0-0,4
C22:0 0,0-0,2 0,0-0,2 0,0-0,3
C24:0 0,0-0,2 0,0-0,2 0,0-0,2
trans -Acidos Gordos
ClI8:1T 0,0-0,05 0,0-0,20 0,0-0,40
Cl182T+C183T 0,0-0,05 0,0-0,30 0,0-0,35
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Os azeites virgem extra contém um largo espectro de compostos fendlicos hidrofilicos
que inclui os 4cidos fendlicos, tais como os dcidos gélico e fertlico, os secoiridoides,
como a oleuropeina (Fig. 12), os dlcoois fendlicos, como o hidroxitirosol e o tirosol
(Fig. 12) e os flavondides, como a luteolina e a rutina. Os teores médios destes
componentes fendlicos ndo sdo iguais em todos os azeites pois dependem de muitos
factores como a variedade da azeitona, o clima, o solo, o regime de irrigacdo, o grau de
maturagdo do fruto e o processo de elaboracdo (Gouvinhas, Machado, Gomes, Lopes,
Martins-Lopes & Barros, 2014). Varios estudos relacionam os compostos fendlicos
hidrofilicos do azeite a propriedades benéficas a saide tais como a capacidade

antioxidante (Covas, Konstantinidou, & Fitd, 2009).

A tabela 3 mostra as dreas cromatograficas médias de 15 compostos fendlicos
hidrofilicos/polares identificados, € 2 ndo identificados, em azeites virgem extra
portugueses monovarietais e de mistura (Gouvinhas, Machado, Gomes, Lopes, Martins-
Lopes & Barros, 2014). Os compostos fendlicos polares foram obtidos por extraccdo do
azeite virgem extra, com hexano/metanol/dgua, seguida de centrifugacio e injeccdo da
fase mais densa (aquosa) em HPLC. Como pode ver-se, nos azeites monovarietais, 0s
trés compostos mais abundantes foram o 4cido p-cumdrico, o &4cido fertlico e a
oleuropeina. Por outro lado, nos azeites de mistura os trés mais abundantes foram a
oleuropeina, o hidroxitirosol e o tirosol - estruturas na figura 12. No geral, os autores
encontraram que os azeites comerciais de mistura de variedades possuiam uma maior
concentracdo de compostos fendlicos polares, e uma maior actividade antioxidante, que
os azeites monovarietais. Num outro estudo com amostras produzidas em Portugal, mas
utilizando apenas as azeitonas no estado de fruto, encontraram-se diferencas
significativas nos teores de hidroxitirosol e oleuropeina, consoante a variedade em
causa. Por exemplo, para a variedade Lentisca foi encontrado um teor médio de 27.673
mg/kg de hidroxitirosol e 21.681 mg/kg de oleuropeina enquanto para a variedade
Borrenta estes teores foram 2781 e 388, respectivamente (Vinha, Ferreres, Silva,
Valentao, Gongalves, Pereira ... & Andrade, 2005). Estas diferencas podem dever-se ao
facto do hidoxitirosol também ocorrer na forma de derivados. Por exemplo, em 2008,
foi isolado em Portugal um novo derivado do hidroxitirosol, o qual recebeu a
designagao de «3,4-dihydroxyphenylethyl [(2,6-dimethoxy-3-ethylidene)-
tetrahydropyran-4-ylJacetate (3,4-DHPEA-DETA)» (Paiva-Martins & Pinto, 2008).
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Uma vez que hidroxitirosol € as vezes considerado como um produto de degradacado da
oleuropeina, poderia supor-se que a oleuropeina decresce durante a maturacdo; esta
suposicao ndo foi comprovada no estudo de Vinha et al (2005). Na verdade, valores
mais elevados de indice de maturacdo, MI, ndo apresentaram maiores valores para o
quociente hidroxitirosol/oleuropeina e nao foram encontradas correlagdes entre o MI e o

contetdo em hidroxitirosol, dentro do mesmo cultivar.

TABELA 3. Areas cromatograficas médias dos compostos fendlicos presentes em amostras de azeites
monovarietais e de azeites comerciais de mistura de variedades (Gouvinhas et al, 2014)

Monovarietal samples Comercial samples
Compound
area area

Hydroxytyrosol 3.02+0.12 39.41 £2.85

Tyrosol 21.37+£1.70 29.97+1.89

Vanillic acid 3.51£0.54 6.87 £0.86

Caffeic acid 9.59 £1.23 2.23+£0.23

Syringic acid 12.92 £ 0.98 9.67+1.11

p- Coumaric acid 43.29 +3.01 5.69 +1.21
Hydroxytyrosol acetate 2.69£0.10 3.59£0.89

Ferulic acid 39.24 £2.89 1.17 £0.34

o-coumaric acid 7.90 +1.29 6.38 £0.90

Oleuropein aglycon dicarboximethylated 8.10+0.92 9.64 £2.04
Oxidized dialdehyde of oleuropein 19.03 +2.04 14.55+£1.34
Oleuropeln ag}ycon dialdehyde 2017 + 1.67 870 + 1.18

dicarboximethylated

Oleuropein 31.41 £3.05 41.83 £3.13
Oleuropein aglycon dialdehyde 22.36 £2.31 22778 £1.19
Luteolin 19.65+2.13 24.74 £ 1.31

Not indentified 58.09 +£4.07 1090 + 3.30

Not indentified 44.31 + 3.63 3.68 £ (.88
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FIGURA 12. Compostos fendlicos hidrofilicos. Da esquerda para a direita: estruturas da oleuropeina,
hidroxitirosol e tirosol

1.6.2 CONSTITUINTES MINORITARIOS, A FRACCAO INSAPONIFICAVEL
A figura 13 apresenta uma distribuicdo percentual frequente das familias quimicas

presentes na frac¢do insaponificivel do azeite, sendo que os hidrocarbonetos
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representam 30-50%, os dlcoois triterpénicos 19-34%, os polifenois e outros fendlicos
lipofilicos 18-37% e os tocoferdis 2-3%. Outros componentes, como pigmentos,
voléteis, ceras, enzimas € outras vitaminas, comparecem em percentagens inferiores
(APA-PE, 2012).

Pigmentos o _—
Polifenéis Alcoois triterpénicos

(18-37%) | (19-34%)

Tocoferois
(2-3%)

. Esterois
Enzimas, outras

vitaminas, etc...

Hidrocarbonetos
(30-50%)

FIGURA 13. Composi¢do quimica da frac¢do insaponificdvel do azeite (adaptado de APA-PE, 2012)

Hidrocarbonetos

Representam a frac¢do maioritdria dos insaponificdveis. Alguns autores apresentam os
hidrocarbonetos como sendo aproximadamente 30-50% da fraccdo insaponificdvel
(APA-PE, 2012) e outros como correspondente a 1,5 a 8,0 g/kg de azeite (Ramirez-
Tortosa, Granados, Quiles & Yaqoob, 2006). Os seus integrantes ocorrem na forma de
hidrocarbonetos terpénicos como monoterpenos (Cjg), sesquierpenos (Cjs), diterpenos
(Cyp), triterpenos (Csp) e tetraterpenos (Cs9) sendo a fraccdo dos triterpenos,
representada sobretudo pelo esqualeno (Fig. 14), a mais abundante, correspondendo a
1,25-7,5 g/kg azeite (Ramirez-Tortosa et al, 2006). Sdo também de destacar os
carotendides, tetraterpenos que, pelo elevado ndimero de duplas ligacdes, apresentam
cores que vao do amarelo até ao vermelho e, por isso, também podem ser enquadrados
na categoria dos pigmentos. Na avaliacdo dos carotendides maioritarios em 25 azeites
portugueses, Maia (2012) encontrou um valor médio de 5,0 mg/kg de B-caroteno e 2,4

mg de luteina, por kg de azeite (Fig 14).
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Esqualeno
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B-Caroteno
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FIGURA 14. Estruturas de hidrocarbonetos abundantes no azeite. Esqualeno, um tripterpeno, C;oHsy,
precursor dos esterdides. Beta-caroteno e luteina, tetraterpenos, carotendides.

Alcoois triterpénicos
O eritrodiol e uvaol, sdo 4lcoois triterpénicos que possuem quatro anéis hexagonais
condensados (Fig. 15). Ocorrem na polpa e pele da azeitona, e, devido ao processo de

extrac¢do mecanica, t€m uma presenca natural no azeite; porém, no azeite virgem extra,

o teor de eritrodiol e uvaol ndo y
deve ultrapassar 4.5% '
(Regulamento (UE) n°® 61/2011, aF “NCHLOH 3| I SCHOH
2011). | |
HO™ HO™ T
Ny ™

FIGURA 15. Estruturas dos isémeros eritrodiol, a esquerda, e uvaol, a direita.

Polifenois lipofilicos e compostos fendlicos lipofilicos

Os azeites virgem extra contém também um largo espectro de polifenois lipofilicos e
compostos fendlicos lipofilicos como, por exemplo, os dcidos tanicos e o oleocantal,
respectivamente (Fig. 16). Este ultimo foi referido na concentragdo de 200 pg/kg (des

Gachons, Uchida, Bryant, Shima, Sperry, Dankulich-Nagrudny,... & Breslin, 2011).
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FIGURA 16. A esquerda, estrutura de um 4cido tinico, um polifenol lipofilico. A direita, estrutura do
oleocantal, um composto fendlico lipofilico.

Tocoferais
Embora os tocoferéis sejam também compostos fendlicos lipofilicos, sdo
tradicionalmente abordados a parte, talvez devido a sua ac¢do vitaminica nos humanos.

O representante mais abundante no azeite € o alfa-tocoferol (Fig. 17). No total

representam cerca de 2-3% da fraccao insaponificavel (APA-PE, 2012).

FIGURA 17. Estrutura do alfa-tocoferol, o mais abundante tocoferol do azeite, um composto fendlico

lipofilico.

Esterois

Os esterdis sdo alcoois de esteroides, possuem quatro anéis condensados - trés
hexagonais € um pentagonal - que desempenham

funcdes bioquimicas em plantas e animais. No

azeite virgem extra, os esterdis totais atingem

valores iguais ou superiores a 1000 mg/kg sendo o ~J

sitosterol o  principal esterol do azeite, L ~]

correspondente a mais de 93% do total (Fig. 18) HO

(Regulamento (UE) n° 61/2011, 2011).

FIGURA 18. Estrutura do sitosterol, um esterol.
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Ceras e Alcoois alifaticos

As ceras sdo os ésteres de acidos gordos com dalcoois gordos aliféticos, por exemplo
oleato de oleilo, um éster C36 (Fig. 19). Estes compostos ocorrem naturalmente na pele
da azeitona e protegem o fruto contra a desidratacdo, durante as secas. No azeite virgem
extra, sdo considerados normais os teores de cera inferiores a 250 mg/kg (Regulamento

(UE) n° 61/2011, 2011).

Os élcoois alifdticos mais abundantes no azeite sao dlcoois gordos de cadeia linear,
sobretudo o hexacosanol, CysHs53OH, o octacosanol C,sHs;OH e o tetracosanol,
Co4sH4OH, os quais podem, em

combinacdo com dcidos C18, =
levar a ceras C44, C42 e C46, W oy
respectivamente. Segundo

Kiritsakis & Christie (2000), o L T
teor de alcoois alifaticos no azeite

pode variar entre 100 e 700 mg/kg.

FIGURA 19. Estrutura do oleato de oleilo, um éster C36.

Pigmentos
O azeite contém dois tipos de pigmentos: os caratendides, ja referidos, e as clorofilas.
Da classe das clorofilas, estdo presentes no azeite as clorofilas a e b, responsaveis pela
sua coloracdo verde, sendo maioritaria a clorofila a, cerca de 80% (Fig. 20). O teor em
clorofila € caracteristico da variedade da azeitona, por exemplo nas variedades
espanholas, a variedade Arbequina contém em
média 4,9 mg/kg de clorofilas totais enquanto na
Picual podem ocorrer teores de 7,2 a 24,4 mg/kg,
consoante a regido geografica. O processo de

extraccdo do azeite e a respectiva armazenagem

influenciam o seu conteddo clorofilino (Giuliani,

Cerretani & Cichelli, 2011). FIGURA 20. Estrutura da clorofila a.

Para além das caracteristicas préoprias de cada variedade, o teor de clorofila de um azeite
depende do indice de maturacdo das azeitonas. Pelo método descrito em Hermoso et al.
(1991), para determinar-se o indice de maturagdo, MI, s@o tomadas aleatoriamente 100

azeitonas de cada amostra e a seguir procede-se a sua classificacdo numa das seguintes
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categorias: 0 - azeitonas com epiderme verde intensa ou verde escura; 1 - azeitonas com
epiderme amarela ou verde amarelada; 2 - azeitonas com epiderme amarelada, mas com
manchas avermelhadas em menos que a metade da drea do fruto; 3 - azeitonas com
epiderme avermelhada ou violeta claro em mais que metade do fruto; 4 - azeitonas com
epiderme negra e polpa totalmente branca; 5 - azeitonas com epiderme negra e polpa
menos de 50% purpura; 6 - azeitonas com epiderme negra e violeta (mais de 50%) ou
polpa purpura; 7 - azeitonas com epiderme preta e polpa totalmente escura.

Sendo o nimero de frutos em cada categoria representado de «A a H», tem-se que o
indice de maturacdo, MI=(Ax0+Bx1+Cx2+Dx3+Ex4+Fx5+Gx6+Hx
7)/100. Como pode ver-se pela descricdo da determinacdo do MI, apenas os azeites
feitos com azeitonas nos estdgios de maturacdo 0 e 1 vao apresentar elevados teores de

clorofila.

Compostos Volateis

Um estudo de 2012 sobre os volateis de azeites virgem extra de Tris-os-Montes, Moura,
Norte Alentejano e Beira Baixa indicou os aldeidos, ésteres e dlcoois como as familias
quimicas mais abundantes. Nestas, verificou-se uma maior abundincia em compostos
com seis carbonos, nomeadamente o (E£)-hex-2-enal e o acetato de Z-3-hexenilo. Dentre
os compostos C5 destacou-se o dimero de penteno 3-etl-1,5-octadieno e para os C4 o
mais concentrado foi o 2-metilbutanal. Foram ainda detectados monoterpenos mas
geralmente em baixas percentagens (1,0% a 8,0%) (Custddio, 2012). A caracterizagao
do aroma dos azeites virgem extra das variedades Galega Vulgar e Cobrangosa na Beira
Baixa reafirmou o (E)-hex-2-enal como o composto mais abundante (Peres, Jelen,

Majcher, Arraias, Martins & Ferreira-Dias, 2013).

1.7 PARAMETROS DE CONFORMIDADE PARA AS CATEGORIAS DOS PRODUTOS LIQUIDOS
DA AZEITONA

Tal como ja referido no topico 1.4, a Unido Europeia actualmente reconhece 8
categorias de produtos liquidos da azeitona. As suas caracteristicas especificas,
reveladas pelos valores paramétricos, constam no anexo I do Regulamento (UE) n°
61/2011, apresentado nas figuras 21 e 22. Como pode ver-se, estdo regulados 28
parametros, sendo 26 quimicos e 2 sensoriais. Em Portugal, o laboratério de referéncia
para as andlises quimicas e sensoriais, com painel de provadores de azeite virgem

acreditado pelo Conselho Oleicola Internacional, é o Laboratério de Estudos Técnicos,
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do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa, em funcionamento ha
cerca de 30 anos (LET-ISA-UL, 2014). A seguir descrevem-se brevemente os principios

e a razdo de ser dos parametros seleccionados, tendo em conta o azeite virgem extra.

Esteres metilicos (FAMEs) e etilicos (FAEEs) dos dcidos gordos.

A deteccao de ésteres metilicos e etilicos de acidos gordos do azeite com valores
superiores ao paramétrico podem ser indicativos de um tratamento / processamento
incorrecto da matéria-prima (azeitonas) e/ou de ocorréncia de processos de
desodorizacdo, para eliminar odores indesejdveis produzidos por microorganismos
(APA-PE, 2012). Relativamente a este parametro, um azeite virgem extra deve estar em
conformidade com pelo menos uma das duas seguintes restri¢des: £ (FAME + FAEE) <

75 mg/kg ou 75 mg/kg < ¥ (FAME + FAEE) < 150 mg/kg e (FAEE/FAME) < 1,5.

Acidez

A acidez é o parametro de qualidade mais conhecido e refere-se aos dcidos gordos
livres, devido a hidrdlise dos triacilglicer6is. O teor de acidez estd principalmente
relacionado com o estado de sanidade da azeitona no momento da extrac¢io e portanto
d4 indicacdes sobre a qualidade da apanha, transporte e armazenamento até a extraccao
(APA-PE, 2012). A acidez maxima do azeite virgem extra é 0,8%, expressa em 4cido

oleico.

Indice de peréxidos

O azeite € susceptivel de oxidagdo, que altera os seus dcidos gordos assim como 0s
diversos ingredientes secundarios que contribuem para o sabor, aroma e propriedades
antioxidantes. O indice de peréxido é um pardmetro que expressa tais oxidagdes. Acidos
gordos insaturados sofrem oxidacao através da formacdo de hidroperéxidos. O indice de
peroxido mede o oxigénio activo na amostra (APA-PE, 2012). Para azeites virgens, ndo

deve exceder 20 miliequivalentes de oxigénio por quilograma de azeite, meqO./kg.

Ceras
Teores de cera superiores ao valor paramétrico podem ser indicativos de utilizacdo de
6leo de bagaco de azeitona e/ou do uso de solventes no processo de extrac¢do. O teor

maximo de ceras nos azeites virgem e virgem extra € < 250 mg/kg, no lampante € < 300
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mg/kg e no azeite refinado < 350 mg/kg. Os 6leos de bagaco apresentam mais de 350
mg de cera por kg de produto. A andlise das ceras realiza-se por cromatografia em fase
gasosa, GC-FID, simultaneamente com os FAMEs e FAEEs. A andlise das ceras,
conjuntamente com a andlise dos dlcoois alifaticos, € também necessaria para distinguir

o azeite lampante do 6leo de bagago de azeitona (APA-PE, 2012).

Monopalmitato de 2-glicerilo

Nos azeites virgens, apenas uma pequena percentagem do dcido palmitico presente esté
ligado na posi¢d@o 2. Por outro lado, nos 6leos esterificados artificialmente a ligagdo com
glicerol ocorre de uma forma aleatéria, o que aumenta significativamente esta
percentagem. O valor paramétrico do monopalmitato de 2-glicerilo € < 0,9%, se % de
acido palmitico total < 14%, e < 1,0%, se % 4cido palmitico total > 14%. A
concentracdo de monopalmitato de 2-glicerilo € determinada apds a digestdo enzimatica
especifica, que elimina os dcidos gordos na posi¢do 1 e 3, e subsequente andlise por

GC-FID de monogliceréis (APA-PE, 2012).

Estigmastadieno

O estigmastadieno ¢ um produto de desidratagdo do B-sitosterol, que ocorre aquando do
tratamento térmico do azeite. Valores de estigmatadieno superiores ao paramétrico sao
indicativos de processo de refinagdo (Boudalis & Liatsi, 2013). Para os azeites virgem e
virgem extra, o valor paramétrico € < 0,10 mg/kg e para o azeite lampante é < 0,50

mg/kg.

Diferenca entre 0 ECN42 determinado por HPLC e o0 ECN42 obtido por calculo tedrico

AECN42. Para classificar os triacilglicerois, TAG, de um alimento, adoptou-se o
parametro ECN, numero equivalente de carbono, que corresponde ao nimero total de
carbonos dos seus dcidos gordos menos duas vezes o nimero total de ligacdes duplas.
As andlises revelaram que o azeite possui TAGs com ECNs de 44, 46, 48 e 50 mas
praticamente nenhum TAG com ECN de 42. Por exemplo, o ECN do TAG mais
abundante do azeite, trioleina € 48. Devido a esta constatagdo, que demonstrou ser um
bom marcador da pureza do azeite, a diferenga, A, entre 0 ECN42 tedrico (calculado a
partir do perfil de &4cidos gordos obtido por cromatografia gasosa) e o ECN42
experimental (derivado de cromatografia liquida de alta pressdo) foi incorporada no
regulamento do azeite comercializdvel, com a designacdo AECN42, e permite controlar
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a fraude de mistura de outros 6leos que ndo azeite (Boudalis & Liatsi, 2013). No caso
dos azeites virgem e virgem extra, AECN42 deve ser menor ou igual a 0,2. Para os

azeites lampante e refinado, AECN42 deve ser menor ou igual a 0,3.

K 232, K 270, Delta-K

Os hidroper6xidos produzidos durante as fases iniciais de oxidacdo podem sofrer
oxidagdes adicionais, geralmente associadas a processos térmicos. Os hidroperdxidos de
dcidos gordos di-insaturados, por exemplo o linoleico, ddo origem a dienos conjugados,
e os hidroperdéxidos de 4cidos gordos tri-insaturados, por exemplo o a-linolénico, ddo
origem a trienos conjugados. Dienos conjugados absorvem a 232 nm e trienos
conjugados a 270 nm. A intensidade destas absor¢des é quantificada através dos indices
K232 e K270. Quanto maiores estes coeficientes, mais ampla € a oxidacgdo.

Um indice adicional, Delta-K ou AK, também ¢ usado para medir tanto a oxidagao
como a pureza, e € definido como: [K270 — ((K266 + K274)/2)]. Por defini¢cdo, AK
pode assumir valores negativos se [(K266 + K274) / 2> K270]. Isto acontece quando o
espectro de UV do azeite tem uma curvatura para baixo em torno de 270 nm, o que
indica um azeite muito fresco e bem preservado que nao tem absorvancias nessa regiao.
Valores de K 232, K 270, Delta-K superiores aos paramétricos do azeite virgem extra
(Fig. 21) podem ser indicativos de adi¢do de azeite refinado, na fase do embalamento do
produto, ou de oxidagcdo secundaria, na fase de armazenamento (APA-PE, 2012;

Boudalis & Liatsi, 2013).

Exames organolépticos: Mediana dos defeitos (Md) e Mediana do frutado (Mf)

Um azeite € classificado como virgem extra quando, simultaneamente, a mediana dos
defeitos € igual a zero e a mediana do frutado € superior a zero. Segundo o ANEXO XII
do Regulamento (CE) n°® 640/2008, a avaliacdo das caracteristicas sensoriais dos azeites
virgens € realizada por um judri experiente, constituido por um presidente e oito a doze

provadores, em conformidade com o guia do Conselho Oleicola Internacional, COL

Teores dos acidos: Miristico, Linolénico, Araquidico, Eicosenodico, Beénico e

Lignocérico
A presenca dos dcidos gordos minoritdrios, acima referidos, em percentagens superiores
aos seus valores paramétricos (Fig. 22) € indicativa de adultera¢do do azeite com 6leos

de diferentes sementes (APA-PE, 2012).
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Soma dos isémeros transoleicos (%) e Soma dos isdémeros translinoleicos +

translinolénicos

Os 4cidos gordos insaturados em azeite sdo do tipo cis. Isomeros trans de dcidos gordos
sao formados durante as reac¢des de isomerizagdo que ocorrem durante a refinacdo do
azeite. Portanto, a presenca de isémeros trans de dcidos gordos em valores acima do
paramétrico € indicacdo de ocorréncia de processo de refinacdo (Boudalis & Liatsi,
2013). Para os azeites virgem e virgem extra, os isémeros transoleicos ndo devem

ultrapassar 0,05% do total dos 4cidos presentes e a soma dos isémeros translinoleicos +

translinolénicos também nao deve ultrapassar 0,05%.

Composicao esterdlica (Colesterol, Brassicasterol, Campesterol, Estiemasterol,

Betasitosterol e Delta-7- estiemastenol) e Esterdis totais

Os esterdis do azeite possuem um perfil qualitativo e quantitativo caracteristico. A
deteccao dos esterdis seleccionados em quantidades superiores ao valor paramétrico,
juntamente com a somatoria dos esterdis totais (< 1000 mg/kg), indica adulteragdo do

azeite com outros Oleos (Boudalis & Liatsi, 2013).

Eritrodiol e uvaol

O eritrodiol e uvaol ocorrem na polpa e pele da azeitona e t€m uma pequena presenca
natural no azeite. No entanto, a sua presenca € muito maior se se proceder a extraccao
do azeite com solvente organico, pelo que, valores de eritrodiol e uvaol superiores ao
paramétrico indicam azeite extraido com solvente, em oposi¢dao ao padrao de extrac¢ao

mecanica (Boudalis & Liatsi, 2013). O valor paramétrico dos azeites € < 4,5%.
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CARACTERISTICAS DOS AZEITES
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FIGURA 21. Caracteristicas dos Azeites. Reg (UE) 61/2011 — Anexo I - 1° parte933
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Teor de acidos ') Soma dos Composido esterdlica
Soma dos | isdmems Eritrodiol
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2. Azeite virgern 005 [ =10 =06 =04 =02 =02 | =005 | =005 =05 = 01 = 40 <Camp. | 2930 | =05 | =1000 €45
3. Azeite lampante 005 | =10 =06 =04 =02 =02 | 010 | =010 05 =01 = 40 = 2930 | =05 [=21000] =45(7)
4. Azeite refinado < 005 < 1,0 =06 <04 <02 02 <020 | =030 <05 £ 01 < 4,0 < Camp. | 2 93.0 =05 z 1000 < 4,5
5. Azeite fongituido por azei- | = 005 | < 1.0 =06 =04 =02 =02 | =020 | =030 =05 =0 = 40 <Camp. | 2930 | =05 | 21000 45
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bruro

7. Oleo de bagaco de azeitona | = 0.05 1.0 <06 = 04 =03 =02 | <040 | =035 0.5 =02 =40 |<Camp | 2930 | <05 |=21800 > 45
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[') Tecres de outros dcidos gomdos [(3): palmitico: 7,5 - 20,0; palmitoleico: 0,3 - 3,5; heptad dico: € 0,3 ; heptad Gico: £ 0,3; estedrico: 0,5 - 5.0; oleico: 53,0 - 83,0; linoleico: 3,5 - 21,0.

) Soma de: delta-5,23-estigmastadienol + clerosteral « beta-sitosterol « sitostanol + delta-S-avenasterol + delta-5, 24-estigmastadienal.

[*) Osazeites cujp teor de cems esteja comprendido entre 300 mgfkg e 350 mglkg 530 considerados azeite lampante s o teor de 3looois alifaticos totais for inferior ou igual 3 350 mglkg ou s a percentagem de eritradiol e uvaol for inferior
ou igual a 3,5%.

[} Os dleos cujp teor de ceras esteja comprendido entre 300 mglkge 350 mgfkg sio considerados dleo de bagago de azeitona brto s o teor de alooois alifaticos totais for superior a 350 mgfkg e se a percentagem de eritrodiol e uvaol for
superior a 3,5%.

MNotas:

&) Os resultados das analises devemn ser expmasos com um nimero de algatismos significativos idéntico ao previsto para cada caracteristica.
Se o algarismo seguinte for superior a 4, o iltimo algarismo significative deve ser aumentado de uma unidade.
B Basta que uma das caracteristicas esteja fora dos limites fixados para que o produto seja classificado noutra categoria ou declarado ndo conforme quanto 3 sua pureza, para os efeitos do presente regulamento.
c) O asterisco (7} associado a determinadas caracteristicas de qualidade do azeite significa o seguinte:
— no caso do azeite lampante, que os limites corespondentes podem ndo ser observalos simultaneamente;
— no caso dos azeites virgens, que a ndo observincia de um dos limites correspondentes implica uma mudanga de categoria, mantendo-se, porém, a clasificagio numa das categorias de azeites virgens.
dj No caso dos dlecs de bagago de azeitona, os limites relativos 3s caracteristicas de qualidade assinaladas com dois asteriscos () podem ndo ser obeervados simultaneamente.

FIGURA 22. Caracteristicas dos Azeites. Reg (UE) 61/2011 — Anexo I - 2° parte
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1.8 PRINCIPAIS FACTORES NA CONSERVACAO DO AZEITE

Uma vez produzido e classificado como azeite virgem extra, pelos parametros do
regulamento (UE) 61/2011, o produto, cujo acrénimo internacional mais comum ¢é
EVOO (extra virgen olive oil), segue para distribui¢cdo e consumo, apds embalamento.
No Mediterraneo, a embalagem tradicional do azeite é o vidro e, eventualmente para
fins de exportacdo, a lata; nos ultimos anos, introduziram-se também as embalagens de
pléstico e tetra brik®. A composi¢cdo e as caracteristicas destas embalagens sdao muito
diferentes. A embalagem de vidro resulta da fusdo de trés principais componentes, silica
(~70%), carbonato de sédio (~14,5%) e carbonato de célcio (9%), podendo ser incolor
ou colorida pela adi¢do de pequenas quantidades de manganés, cobalto, ferro, etc. A lata
¢ composta por folha de flandres, um material laminado resultante da liga de ferro e aco
de baixo teor de carbono revestido com estanho. As embalagens de pléstico sdo
constituidas por poli tereftalato de etileno (PET), podendo ser incolores ou coloridas e,
em geral, sdo transparentes. A embalagem tetra brik, marca registada da tetra pak,

consiste na combinagao alternada de trés materiais, polietileno, aluminio e papelao.

Em Portugal, segundo levantamento qualitativo realizado ao longo deste trabalho nos
hipermercados da grande Lisboa, utilizam-se sobretudo embalagens de vidro; as
embalagens plésticas sd@o as seguintes mais frequentes, as de lata sdo bastante raras e
nao € do nosso conhecimento o uso da embalagem de tetra brik®. Em outros paises,
podem citar-se azeites em embalagens tetra brik® das marcas ArteOliva na Espanha,
Venol na Grécia e Antica na Califérnia-Estados Unidos (ArteOliva, 2014; Venol, 2014;
Antica, 2014).

Virios autores tém estudado o efeito do material da embalagem na conservacdo do
azeite. Os resultados tém sido unanimes quanto ao PET, considerado inadequado para o
armazenamento do azeite, uma vez que nao actua como barreira para a oxidacdo e perda
das suas qualidades sensoriais. As embalagens de vidro escuro, de lata e de tetra brik®
sdo consideradas adequadas (Méndez & Falqué, 2007; Pristouri, Badeka & Kontominas,
2010; Samaniego-Sanchez, Oliveras-Lopez, Quesada-Granados, Villalon-Mir &

Serrana, 2012; Gargouri, Zribi & Bouaziz, 2014).
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Quanto ao prazo de validade, o EVOO nao tem uma regulamenta¢do especifica; o
produto € considerado apto para o consumo enquanto apresentar as caracteristicas de

conformidade descritas no regulamento (UE) 61/2011.

A medida que o tempo passa, o azeite armazenado vai sofrendo transformacdes. Devido
a quase inexisténcia de dgua, ndo ocorre o desenvolvimento de microorganismos; além
disso, pelo processo de extraccdo, que remove a maior parte das proteinas, as reaccoes
enzimaticas sdo quase inexpressivas, sendo porém de referir a ac¢do da enzima
lipoxigenase, que actua sobre os dcidos linoleico e linolénico levando a formagdo dos
mono-hidroperéxidos correspondentes, os quais podem levar a cooxidacdo de
compostos facilmente oxiddveis como os carotendides e os polifendis; o dcido oleico
nao € oxidado por esta enzima (Belitz, Grosch & Schieberle, 2004). Assim, as principais
alteracoes verificadas no azeite armazenado sdo as resultantes das reac¢des quimicas

dos seus componentes, em geral as favorecidas pela luz, oxigénio e temperatura

(Frankel, 2013).

Apesar da grande variedade de componentes com actividade antioxidante, que fornecem
uma elevada resisténcia a deterioragdo oxidativa, e da sua composi¢do maioritiria em
acidos monoinsaturados, que sdo menos ldbeis e reactivos que os dcidos polinsaturados,
a mais importante causa de deterioracao dos EVOO ¢ a oxidacao lipidica que promove,
como principal consequéncia sensorial, a modificacdo do sabor original e o
aparecimento de odores e gostos caracteristicos do ranco, o qual representa para o
consumidor, ou para o transformador industrial, um factor de depreciacdo ou rejeicao

(Bendini, Cerretani, Salvador, Fregapone & Lercker, 2010).

Dentre os processos de oxidacdo lipidica do azeite destacam-se a foto-oxidacdo e a
auto-oxidagdo. Na foto-oxidag¢do, os compostos minoritdrios capazes de absorver a luz,
como a clorofila, passam para um estado excitado e, a seguir, transferem o excesso de
energia para uma molécula de oxigénio no estado fundamental (oxigénio tripleto, 30y)
dando origem ao oxigénio excitado (oxigénio singleto, '0,). 0 oxigénio singleto, por
sua vez, € adicionado directamente a um carbono insaturado, por uma reacc¢do de
adicao, formando um hidroperéxido. No caso dos dcidos gordos, a foto-oxidagao resulta
numa alteragdo da configuragdo da dupla ligacdo de cis para trans. Na figura 23

apresenta-se 0 mecanismo da foto-oxidacdo do dcido oleico. Por este mecanismo sdo
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formados apenas 2 produtos e em quantidades iguais: acido 9-hidroperoxi-trans-10-

octadecendico e 4cido 10-hidroperoxi-trans-8-octadecendico (Frankel, 1985).

OH

FIGURA 23. Mecanismo de adi¢do da foto-oxidagdo (oxidagdo singleto) do dcido oleico, com formagao de
trans-hidroperdxidos (Frankel, 1985).

Segundo Frankel, Neff & Bessler (1979), a foto-oxida¢do pode ser 30.000 vezes mais
rdpida que a auto-oxidacdo. Contudo, eliminando-se a exposicio do EVOO a luz, a

maior parte da foto-oxida¢do durante o armazenamento pode ser evitada.

Em relacdo a auto-oxidacao do azeite, a principal reac¢io envolve os seus dcidos gordos
insaturados e ocorre em trés etapas, iniciacdo, propagacdo e terminagdo, tal como a
maior parte das reaccdes de radical livre. Na iniciacdo, forma-se um radical livre, pela
saida de um hidrogénio do carbono adjacente a insaturagdo. Na propagac¢do, os radicais
livres sdo atacados pelo oxigénio no estado fundamental (oxigénio tripleto, ’0y) e
convertem-se em outros radicais de peréxidos e hidroperéxidos. Na terminacdo

formam-se produtos estaveis, resultantes de cis@o e rearranjo.

O mecanismo para a auto-oxidacdo do dacido oleico envolve a abstraccdo de um
hidrogénio em C8 e em C11 produzindo dois radicais alilicos. O subsequente ataque do
oxigénio produz quatro hidroperdxidos isémeros: 9-hidroxi-trans-10, 11-hidroxi-cis-9,

10-hidroperoxi-trans-8 e 8-hidroperoxi-cis-9-octadecendico (Fig. 24) (Frankel, 1985).

44



Introdugdo

9
H3 C(HZC)s/=\/(CH2)6COZH

AN

02 l02
H3C(H2C)§>_'\/(CH2)6CO2H HSC(HZC)M(CHz)sCOzH
\ 1

0, 0,
. . +H- +H
+H +H
oon K N\ ¥ X
9 9
H3C(H2CWH(CH2)6CO2H H;C(HyC)s /=) (CHy)eCOH Hﬁ(HﬁWCHz)aCOzH Hﬂ(HzCWCHz)?COzH
1
9

? OOH OOH OOH

FIGURA 24. Mecanismo de auto-oxidagcdo (oxidag@o tripleto) do &4cido oleico, com formagdo de
hidroperoxidos cis e trans (Frankel, 1985).

Como se viu pelos mecanismos de reac¢do do dcido oleico, o processo de formagao dos
hidroperéxidos pode ter lugar tanto pela foto-oxidacdo como pela auto-oxidagdo, € a
chamada oxidag¢do primaéria.

Os outros 4cidos gordos insaturados do EVOO também oxidam-se segundo os mesmos
mecanismos. No caso da auto-oxida¢do, a remog¢ao do dtomo de hidrogénio € mais facil
se o grupo a-metilico estiver situado entre duas ligacdes duplas, como acontece nos
acidos linoleico e linolénico.

O oxigénio tripleto reage sobretudo com os acidos gordos insaturados na forma livre,
mas também nas formas de glicer6is e fosfolipidos, e com alguns hidrocarbonetos,
como o esqualeno e ainda com as vitaminas (A e E), os polifendis e os pigmentos
caratenoides.

A temperatura € um parametro importante no passo inicial da auto-oxidacdo,

acelerando-a (Frankel, 1985).

Uma vez que os hidroperdxidos e os peroxidos sd@o pouco estaveis, a oxidagdo pode
prosseguir, também por mecanismo de radicais livres, dando origem a aldeidos, alcenos,
alcoois, acidos e didcidos: € a chamada oxidagdo secunddria, como mostra a figura 25,
em que LOOH representa todos os hidroperéxidos formados na oxidacdo primdria.
Também € designada de oxidag@o secunddria a reac¢do dos perdxidos com as vitaminas

(A e E) e os caratendides (Jacobsen, 2013).
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+ R,-(CH,),,-CH,” + HCHO

FIGURA 25. Oxidacdo secunddria (adaptado de Jacobsen, 2013 e Frankel, 1998)

Alguns dos parametros quimicos adoptados nas regulamentacOes oficiais para a
avaliacdo da qualidade do azeite relacionam-se com a deterioracdo oxidativa, como o
indice de perdxidos, para a oxidagdo primadria, € os dienos e trienos conjugados, para a

oxidac¢do secunddria (Regulamento UE 61, 2011).

Para além da determinagdo de dienos e trienos conjugados, a oxidagdo secundaria pode
ser monitorizada pela determinacdo de aldeidos, uma vez que sdo largamente
considerados como responsaveis pelos maus odores em gorduras e dleos, devido aos
seus baixos valores de limiar sensorial (Hudson, Gordon, Allen & Hamilton, 1994).
Virios autores reportaram que o aquecimento do azeite a temperaturas na gama de
150°C a 180°C por periodos de tempo de 30 minutos a 12 horas promove um grande
aumento no teor de aldeidos, revelado pelo indice de anisidina o qual evoluiu de 0,06
para 3,6 ap6s 90 minutos a 180°C (Naz, Siddiqi, Sheikh & Sayeed, 2005) e de 6,8 para
aproximadamente 90 apds 12 horas a 180°C (Labrinea, Thomaidi, & Georgiou, 2001)
(Fig. 26).
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FIGURA 26. Efeito do ar, luz e temperatura de fritura, 180°C, no indice de peréxidos, PV, e no indice de
anisidina, p-AV, em amostras de azeite, 6leo de milho e 6leo de soja (adaptado de Naz et al, 2005)

A medicdo integral da oxidagdo lipidica continua a ser um desafio, pela variedade e
complexidade dos factores envolvidos. Uma larga gama de metodologias foi
desenvolvida e implementada até o momento, para determinar os produtos de oxidagao
primdria e secunddria. A maioria dos métodos envolve procedimentos cldssicos como
titulagdes (por exemplo indice de per6xidos), absor¢do no visivel (por exemplo teste do
acido tiobarbittirico) e cromatografia (por exemplo malondialdeido e esterdis oxidados).
Para além destas, também tém sido propostas metodologias mais recentes, como a
quimioluminescéncia (para peroxidos), a emissdo de fluorescéncia (para aldeidos e
voldteis), a espectroscopia Raman (para perdxidos, insaturacdes e malondialdeido), a
espectroscopia no infravermelho (para peréxidos, insaturacdes e malondialdeido) e a
ressondncia magnética nuclear (para peréxidos, aldeidos e dienos) (Barriuso, Astiasaran

& Ansorena, 2013).

Sao conhecidos vérios estudos sobre as alteragdes no azeite virgem extra como mostra a

tabela 4.
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TABELA 4. Estudos recentes sobre a estabilidade do azeite, em varias condi¢cdes de armazenamento

CONDICAO DE
TIPO DE N . .
AZEITE VARIEDADE TEMPERATURA & PARAMETROS ANALISADOS CONCLUSAO REFERENCIAS
TEMPO ESTUDADOS
1P, COMPOSTOS FENOLICOS, TOCOFEROIS MANCEBO-CAMP ALVADOR
VIRGEM 25 E40°C/50 - C OSTOS FENOLICOS, 10 OIS, AZEITES ARMAZENADOS COM 10% DE VOLUME LIVRE COM AR ¢ C 0S, § 0
CORNICABRA PERFIL DE ACIDOS GORDOS, RANCIMAT, - & FREGAPANE, 2014
EXTRA SEMANAS K232. K270 OU COM N2 APRESENTARAM MESMOS VARIACOES DE IP E K232
_ MULINACCI, IERI, IGNESTI,
. . OS AZEITES CONGELADOS APRESENTARAM ALTERACOES
VIRGEM V ARIEDADES 23°C E TAMB/18 IP, COMPOSTOS FENOLICOS FENOLICOS NEGLIGENCIAVEIS ROMANI, MICHELOZZI, CRETL...
? TOTAIS, IA, PERFIL DE ACIDOS GORDOS, & CALAMAL, 2013
EXTRA ITALIANAS MESES -
PERFIL DE VOLATEIS O AZEITE DEVE SER ARMAZENADO A 14-15 °C E TEM UMA
) PISCOPO & POIANA, 2012
DURABILIDADE MEDIA DE 1 ANO
SAMANIEGO-SANCHEZ,
, LIVERAS-LOPEZ
VIRGEM PICUAL 4°C E 20°C/9 MESES 1A, 1P, K270, K232 AEMBALAGEM TETRA-BRIK E A MAIS ADEQUADA PARA 8UESADAS G}?ANA,DOS
EXTRA i ? ARMAZENAMENTO B ’
VILLALON-MIR & SERRANA,
2012
MISTURA DE BOSQUE-SENDRA, MATA-
PRODUTOS EsPINOSA, CUADROS-
DA AZEITONA - 0-8°C/24 MESES 1A, TP, K232, CERAS AS MISTURAS SAO ESTAVEIS POR ATE 24 MESES RODRIGUEZ, GONZALEZ-
COM OUTROS CASADO, RODRIGUEZ-GARCIA &
OLEOS GARCIA-TOLEDO, 2011
VIRGEM A EMBALAGEM EM VIDRO E A MAIS ADEQUADA PARA PRISTOURI, BADEKA &
KORONEIKI 22°C/12 MESES 1A, IP, K270, K232 Q
EXTRA ARMAZENAMENTO, SEGUIDA DE PET KONTOMINAS, 2010
VIRGEM CORNICABRA 25A60°C/93 A 19 1P, COMPOSTOS FENOLCOS, TOCOFEROIS, OS VALORES DE K232 ATINGEM MAIS RAPIDAMENTE O VALOR MANCEBO-CAMPOS,
EXTRA SEMANAS RANCIMAT MAXIMO FREGAPANE & SALVADOR, 2008
1P, IA, K232, K270, IPA, COMPOSTOS .
. GOMEZ-ALONSO, MANCEBO-
VIRGEM TAMBIENTE/21 FENOLICOS, A-TOCOFEROL, RANCIMAT, OS VALORES DE IP, K232 E K270 AUMENTARAM LINEARMENTE
CORNICABRA P CAMPOS, SALVADOR &
EXTRA MESES PERFIL DE ACIDOS GORDOS, CLOROFILA E DURANTE O ARMAZENAMENTO
- FREGAPANE, 2007
CAROTENOIDES
IRGEM MISTURA 1A, 1P, K232, K2 MPOSTOS FENOLIK AS EMBALAGENS MAIS ADEQUADAS PARA ARMAZENAMENT ) )
VIRG STURAS | 50.00:C/3 5 6 Misgs | 4 TP K232, K270, COMPOSTOS FENOLICOS, | AS GENS MAIS ADEQUADAS © | MENDEZ & FALQUE, 2007
EXTRA COMERCIAIS 1D, ISAP SAO LATA E TETRA-BRIK
AZEITE MISTURA 180°C/30, 60 E 90 0S VALORES DE IP E [PA AUMENTAM RAPIDAMENTE COM O
o 1P, IPA, IID NAZET AL, 2004 E 2005
REFINADO COMERCIAL MIN AUMENTO DA TEMPERATURA
CLOROFILA, TOCOFEROL, CAROTENOIDES, . MORELLO, MOTILVA, TOVAR &
VIRGEM TAMBIENTE/12 ! IMPORTANTES PERDAS DE CLOROFILA E CAROTENOIDES, PERDA
ARBEQUINA COMPOSTOS FENOLICOS, RANCIMAT, PERFIL ROMERO, 2004
EXTRA MESES ) TOTAL DOS TOCOFEROIS
DE ACIOS GORDOS
MISTURA DE
VIRGEM GALEGA COM 259C/12 MESES 1A, 1P, K232, K270, POLIFENOIS, RANCIMAT, SELECCAO DO LOTE GALEGA/COBRANCOSA PERES, HENRIQUES, SIMOES-
EXTRA OUTRAS PERFIL DE ACIDOS GORDOS ¢ ¢ LOPES & PINHEIRO-ALVES, 2003
VARIEDADES
INDICE DE PEROXIDOS, IP, TA,
VIRGEM PICUALE 29C E 30°C/6 MESES K270,POLIFENOIS, TOCOFEROIS, ESTEROIS, OS VALORES DE K270 ATINGEM MAIS RAPIDAMENTE O VALOR GUTIERREZ & FERNANDEZ, 2002
EXTRA HOJIBLANCA CLOROFILA, PERFIL DE ACIDOS GORDOS, MAXIMO, JUNTAMENTE COM A AVALIACAO SENSORIAL

AVALIACAO SENSORIAL
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1.9 ESTRATEGIA ADOPTADA NO TRABALHO

Como se pode ver na tabela 4, nos artigos sobre a estabilidade do azeite virgem extra,
apenas o estudo de Peres, Henriques, Simdes-Lopes & Pinheiro-Alves (2003) referiu
variedades portuguesas, sendo que nio se estudaram azeites monovarietais e testou-se

somente uma condi¢ao de armazenamento, nomeadamente a 25°C em frasco ambar.

No presente trabalho, o objectivo foi avaliar o estado de conservacdo de azeites virgem
extra, de acordo com o armazenamento, num contexto possivel de ser utilizado pelo
consumidor em Portugal. Assim, seleccionaram-se quatro condi¢des de armazenamento,
a saber: (1) a temperatura controlada a 4°C, em frasco ambar e no escuro (4°C); (2) a

temperatura controlada 22-26°C, em frasco ambar e sob luz artificial (FELA); (3) a

[

temperatura controlada 22-26°C, em frasco incolor e sob luz artificial (FILA); (4)
temperatura ambiente ndo controlada, em frasco incolor e sob luz natural (FILN), nas

quais as amostras de azeite foram armazenadas durante 12 meses.

A seleccdo das amostras para o trabalho fez-se tendo em consideragdo a diversidade
geografica de Portugal e as regides de maior producio de azeite, que sdo o Alentejo e
Tras-os Montes (Fig. 31). Os nomes dos fornecedores e as datas das recolhas constam

na tabela 5.

Conforme ja referido no tdpico 1.8, a mais importante causa de deterioracao dos EVOO
¢ a oxidacdo lipidica que, nos casos da auto-oxidac@o e da oxidag@o secunddria, ocorre
com a formagdo de radicais livres, os quais podem reagir directamente com uma
biomolécula originando lesdes bioquimicas (Lobo, Patil, Phatak & Chandra, 2010). A
regulamentagcdo em vigor utiliza o indice de peréxidos no controlo da oxidacao, sendo
20 meq Oykg o valor maximo (Regulamento UE n° 61/2011). Por incluir
conjuntamente a oxidag¢do secunddria, varios autores recomendam que a regulamentacdo
da oxidagdo incorpore o parametro TOTOX, o qual corresponde a soma do indice de
anisidina com o indice de perdxidos- previamente multiplicado por dois. (Caponio,
Chiavaro, Paradiso, Paciulli, Summo, Cerretani & Gomes, 2013). Além destes
parametros, também os pigmentos derivados da clorofila sd@o reconhecidos como
indicadores da qualidade dos 6leos, sendo a sua determinagdo quantitativa padronizada

pela IUPAC (1995) e AOCS (1997), para todos os dleos vegetais em bruto.
49



Monitorizagdo, ao longo de 12 meses, dos teores de perdxidos, aldeidos e clorofila de azeites virgem extra,
monovarietais e de mistura, produzidos em Portugal e armazenados em 4 diferentes condigdes

Tendo em conta o exposto, considerou-se que o estado de conservacdo dos azeites
poderia ser acompanhado a partir de 3 parametros principais, nomeadamente o indice de
peréxidos, IP, o indice de p-anisidina, IpA, e o teor de clorofila. Para além destes,
adoptou-se determinar outros parametros do azeite, nomeadamente o indice de iodo, IId,
os tocoferdis totais, TT, e o indice de acidez, IA, como parametros auxiliares, com vista

a melhor caracterizar os azeites em estudo.

Por forma a aferir os resultados principais, seleccionaram-se amostras representativas
do estudo e realizaram-se as suas determinac¢des de indice de perdxidos tanto na
Cooperativa Egas Moniz como no Instituto Nacional de Saide Dr Ricardo Jorge, INSA,
sincronizadamente. Os pormenores deste procedimento constam no tépico 2.3.1, os

resultados respectivos estdo apresentados na tabela 12.
A seguir apresenta-se uma rdpida revisdo sobre os principios tedricos dos ensaios
seleccionados e realizados. A calendarizagcdo e os métodos analiticos respectivos

constam no topico 2.2.

Indice de peréxidos, IP

Trata-se de uma titulacio redox em que o indicador é o complexo amido-iodo.
Inicialmente, o peréxido/hidroperéxido da amostra converte estequiometricamente o KI
em excesso a I. A seguir, O I complexa reversivelmente com o amido, por
incorporagdo de I, na hélice da amilose, formando um complexo azul. A adi¢do do S,03
no erlenmeyer, a partir da bureta, vai consumindo estequiometricamente o 17, e
regenerando o I', pela formagao do S4Os. Quando todo o I’ é consumido a solugdo volta
a ficar incolor, indicando o ponto final da titulacdo. A quantificacdo € indirecta,
considera-se que todo o peréxido presente na amostra levou 2 formacdo do S404” e
relaciona-se com o volume gasto de titulante. O I35” € o intermedidrio formado e

consumido durante este processo (Fig. 27).

1° Passo, reac¢do do peréxido/hidroperéxido da amostra com excesso de iodeto:

R-O-O-H + 2 H*(aq) + 3 I'(aq) (excesso) > R-O-H + H,0 + I5(aq) + I (excesso)

2° Passo, formag¢do do complexo corado (reac¢do reversivel):
I3(aq) + amido = ———= complexo amido-I, + I' (a solugdo € azul)
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3° Passo, titulagdo com tiossulfato:

Iy (aq) +2 S,05 *(aq) —— P 3T(aq) + S:06 >(aq) (a solugio é incolor)

FIGURA 27. Reac¢des envolvidas na determinag@o do indice de peréxidos.

Indice de anisidina, IpA

Fundamenta-se na reac¢do das aminas com os aldeidos formando iminas. Aqui, a
reaccdo da p-anisidina com os aldeidos do azeite forma um composto corado com
absorcao em 350 nm. A figura 28 mostra um exemplo para a reac¢do com o (E)-hex-2-
enal. Devido ao teor de aldeidos naturais do aroma e de outras fungdes da planta,
utiliza-se o indice de anisidina como um valor comparativo de uma mesma amostra em

vdrias situacgoes.

H H
I ndicin o SR

H  (CH,),CH, H  (CH,),CH,

FIGURA 28. Reacc¢do envolvida na determinacdo do indice de anisidina.

Teor de clorofila, C

A clorofila converte-se maioritariamente em feofitina durante o processamento da

azeitona. A conversdo geralmente
Sy AN, Ay
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respectivas (Adaptado de Hsu, Chao, Hu & Yang, 2013).
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Indice de iodo, IId

Um volume conhecido de concentracdo conhecida do reagente de Wijis (ICl) €
adicionado ao azeite. Parte do cloreto de iodo reage com os dcidos gordos insaturados
sendo adicionado as ligacdes duplas, formando o derivado halogenado. A fraccdo de
cloreto de iodo ndo consumida na reac¢do € convertida ao ido I3 e titulada com
tiossulfato, usando amido como indicador, tal como j4 apresentado no 2° e 3° passos da
reaccdo do indice de perdxidos. As insaturacdes carbono-carbono presentes no azeite
correspondem a subtraccdo entre o ICI inicial e o ICl titulado. A figura 30 mostra a

adicao do reagente Wijs ao 4cido oleico presente num triacilglicerol.
0
0
— I-CL
H,C O_U\/\/\/\/=\/\/\/\/ H,C—O I S
Q
HC—0—C—R,

0
H,C—O0—C—R,

1]
H,C—O0—C—R,

FIGURA 30. Reacgdo de adig@o a insaturacdo, envolvida na determinagéo do indice de iodo.

Tocoferdis totais, TT

- . . ‘- 2
Na reaccdo desenvolvida por Emmerie-Engel, os tocoferéis reduzem o Fe ** a Fe ** o
qual complexa a seguir com a 2,2°- bipiridina formando um complexo corado com

absorcao em 530 nm (Fig. 31).

R,
HO

+ g3t —» R

Figura 31. Reaccido de Emmerie-Engel, determinagdo dos tocoferois totais, em que o tocoferol: R =H,
R,=CH3;; R3;=CH3; B tocoferol: Rj=CHj3, R,=CH3; R3=H; vy tocoferol: R;=H, R,=CHj3, R;=CH3,
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Indice de acidez, IA

Os 4cidos livres, resultantes da hidrélise ocorrida nos triacilglicerois do azeite, s@o
determinados numa titulacdo &4cido-base, usando fenolftaleina como indicador, na
presenca de mistura dissolvente éter/etanol, em que o titulante € o hidréxido de sédio
aquoso. Quando o NaOH cai da bureta no erlenmeyer, a fase aquosa bdsica torna-se
rosa, pela accao da fenolftaleina. Devido a presenca de uma fase aquosa bésica, o dcido
gordo, que estd livre na fase organica, é extraido para ela, neutralizando o efeito da
base, e a fase aquosa passa a incolor. O processo vai se repetindo até ndo haver mais
acido livre: neste momento a fase aquosa permanece rosa, mesmo depois de agitacdao

intensa (Fig. 32).

i i i
H,C—O0——C—R, H,C—OH HO—C—R; "Na'O—C—R;

(0] (o] (0]

I H,0 I NaOH I
HC—O—C—R, ——» HC—OH + HO-C—R, — “NaO-C—R,

i i i
H,C—O0—C—R; H,C—OH HO—C—R, NaO—C—R,

Fase orgénica Fase aquosa

FIGURA 32. Reacc¢do envolvida na determinagdo do indice de acidez.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A agua utilizada em todas as determinacdes efectuadas foi obtida do equipamento Elix —
Millipore com uma condutividade menor que 1uS/cm a 20°C, classificada como dgua de
grau analitico (dgua tipo II na classificacio ASTM), pelo que, qualquer a mengdo a

«dgua» no procedimento deve ser entendida como «4agua de grau analitico».

2.1 SELECCAO, RECOLHA, EMBALAMENTO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de azeite foram seleccionadas segundo a distribuicdo geogréfica indicada
na figura 33. Apds a assinatura do protocolo de colaborag@o entre os produtores e a
Cooperativa Egas Moniz de Ensino Superior, apresentado no anexo A, as amostras
foram recolhidas directamente nos locais de producdo, entre Novembro de 2012 e
Janeiro de 2013, a seguir a ultima centrifugacdo da producao e antes da ultima filtracao,
que costuma executar-se aquando do engarrafamento do azeite comercial. A recolha foi
feita em garrafdo de pléstico, sendo o volume de aproximadamente 3 litros de azeite. O
referido procedimento realizou-se por 3 vezes, indicadas na tabela 5. Em geral, a
primeira recolha ocorreu quando os fornecedores comecaram a laborar (inicio da
campanha), a segunda a meio da laboragdo (meio da campanha) e a ultima no fim da

labora¢do (fim da campanha).

Macedo de Cavaleiros
Sraganga Amostras IM e 2C

Vila Velha de Radao
Amostra 4M

Abrantes
Amostra 3P

Elvas
Amostras 5A e 5P

Moura
Amostras 6D, 6M e 6G

Tavira
Amostra TM

FIGURA 33. Localizacéo geogréfica dos locais de colheita das amostras de azeite
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TABELA 5. Lista dos fornecedores, variedades da azeitona de cada amostra, identificagdo da amostra e
datas da colheita

o< Variedade da Identificacao da Data da
Regido: . .
azeitona amostra colheita
1M1 01/12/2012
Mistura 1M 1M2 03/12/2012
Tras-os-Montes e 1M3 10/12/2012
Alto Douro 2C1 30/11/2012
Cobrangosa 2C 2C2 03/12/2012

2C3 4/12/2012
3P1 24/11/2012
Ribatejo Picual 3P 3P2 01/12/2012
3P3 15/12/2012
4M1 24/11/2012
Beira Baixa Mistura 4M 4M2 03/12/2012
4M3 17/12/2012
5A1 22/11/2012
Arbequina 5A 5A2 09/12/2012
5A3 17/12/2012
5P1 22/11/2012
Picual 5P 5P2 09/12/2012
5P3 17/12/2012
6D1 21/11/2012
DOP 6D 6D2 06/12/2012
6D3 12/01/2013
6M1 21/11/2012
Baixo Alentejo Mistura 6M 6M2 | 06/12/2012
6M3 12/01/2013
6G1 21/11/2012
Galega 6G 6G2 06/12/2012
6G3 12/01/2013
™1 17/11/2012
Algarve Mistura ™ ™2 18/11/2012
M3 13/01/2013

Alto Alentejo

No laboratdrio, as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro - ambar de 100
mL, incolor de 750 mL ou ambar de 1000 mL, consoante o tipo de armazenamento -
adquiridos ao Depésito da Marinha Grande (DMG, 2014), previamente lavados com
dgua e secados a 60°C por 2 dias. Os frascos ambar possuiam tampas de pldstico com

vedacdo tipo lacre. Nos frascos incolores a tampa era rolha de cortiga, pelo que, para
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garantir a vedagdo, envolveu-se a parte exterior do conjunto garrafa/rolha com

parafilm®.

Aquando da distribuicio das amostras pelos frascos correspondentes a cada
armazenamento, verificou-se que algumas amostras apresentavam um depdsito e sup0s-
se que poderia ser necessdrio uma etapa de preparacdo das amostras. Para isso foi
testado um procedimento de centrifugacdo, em tubos de 50 mL, a 500 rpm por 15
minutos a 10°C, apds o qual as amostras apresentaram apenas um ligeiro sedimento. Por
outro lado, verificou-se que a transferéncia do garrafdo de pldstico para os frascos de
vidro, uma vez efectuada num pequeno caudal e sem turbuléncia, poderia ser realizada
sem arrastar o depdsito, que era constituido por peliculas e pequenas massas de

azeitona. Assim, descartou-se a centrifugacdo e adoptou-se a transferéncia directa.

Ap6s a transferéncia do azeite, as amostras foram armazenadas nas instalacdes da
Cooperativa Egas Moniz em 4 condicdes, nomeadamente: (1) a temperatura controlada
a 4°C, em frasco ambar e no escuro (4°C); (2) a temperatura controlada 22-26°C, em
frasco ambar e sob luz artificial (FELA); (3) a temperatura controlada 22-26°C, em
frasco incolor e sob luz artificial (FILA); (4) a temperatura ambiente ndo controlada, em
frasco incolor e sob luz natural (FILN), nas quais as amostras de azeite foram

armazenadas durante 12 meses.

A condi¢do de armazenamento condicionou o volume do frasco utilizado e o0 modo de
obtencdo das aliquotas para os ensaios analiticos. Na condi¢do a 4°C, as amostras foram
subdivididas em frascos de vidro ambar de 100 mL, para que, aquando dos ensaios, ndo
se retirasse a amostra total da condicdo de armazenamento mas apenas a aliquota
necessdria (Fig. 34-A). Na condicdo FELA, os frascos tinham volume de 1000 mL e as
aliquotas para todos os ensaios ao longo do ano foram retiradas do mesmo frasco. O
mesmo ocorreu com as amostras FILA e FILN, excepto que o volume dos frascos era de

750 mL.

Nas condicdes FELA e FILA, a luz artificial aplicada resultou de 8 lampadas de
mercurio com 1,25 cd/cm?2 (ref Philips TLD 36W/840) existentes num laboratério de 40
m?. Esta ilumindncia est4 conforme o intervalo de 500 a 1000 lux recomendada pela EN

12464-1:2011 para supermercados (Fig. 34-B e C).
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Na condicdo FILN as amostras estiveram um armadrio de vidro forrado com papel de
filtro branco, num corredor exposto a luz natural (Fig. 34-D). No periodo estudado, a
luz natural da regido de Lisboa correspondeu a lumindncia média de 7000 lux. As
medig¢des periddicas de temperatura, realizadas em geral as 16h do dia, indicaram que a
gama de temperaturas ao longo de 12 meses foi de 7°C a 40°C, sendo 15°C-18°C o

intervalo mais frequente, verificado em cerca de 60% das medigdes.

FIGURA 34. Condi¢des de armazenamento das amostras: (A) a 4°C, (B) FELA, (C) FILA, (D) FILN,
instalagdes da Coop Egas Moniz (foto Z Morais, 2013).

2.2. METODOS UTILIZADOS E PERIODICIDADE DOS ENSAIOS
A tabela 6 apresenta as referéncias dos métodos e a frequéncia de andlise dos

parametros estudados.

TABELA 6. Referéncias dos procedimentos analiticos e sua periodicidade

Parametro Procedimento Periodicidade
Indice de Perdxidos, IP | NP-904:1987 Bimestral, a partir da produg@o
Indice de Anisidina, IpA | ISO 6885:2006 Bimestral, a partir da produg@o
Teor de Clorofila, C AOCS Ch 4-91 Bimestral, a partir da produg@o
Indice de Iodo, I1d AOAC 993.20 6 e 10 meses ap6s 0 armazenamento
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Tocoferdis Totais, TT Wong, Timms & Goh, 1988 | 10 meses apds o armazenamento

Indice de Acidez, 1A NP 903-1987 12 meses apds 0 armazenamento.

2.3. PARAMETROS PRINCIPAIS
Os resultados experimentais obtidos, para o indice de peréxidos, indice de anisidina e

clorofila foram realizados nas datas indicadas na tabela 7.

TABELA 7. Data de realizacdo das determina¢des de Indice de Peroxidos, Indice de Anisidina e Clorofila,
e tempo decorrido ap0s a colheita

Tem,
Determinacio | indice de Peréxidos | Indice de Anisidina | Clorofila deceorrF;SO
apds a colheita

1? 09-02-2013 23-03-2013 15-02-2013 2 meses

2° 21-04-2013 20-04-2013 18-04-2013 4 meses

3 20-07-2013 19-07-2013 30-06-2013 6 meses

4° 30-08-2013 06-09-2013 23-08-2013 8 meses

5° 25-10-2013 07-11-2013 26-10-2013 10 meses

6" 25-01-2014 24-01-2014 25-01-2014 12 meses

2.3.1. DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDOS, IP
O indice de perdxidos foi realizado segundo a norma NP-904:1987.
Pesou-se com aproximacdo ao décimo de miligrama, para um erlenmeyer de 200 mL

com tampa esmerilada, uma toma de amostra com massa da ordem indicada na tabela 8.

TABELA 8. Indicacdo da toma de ensaio para a determinagdo do indice de per6xidos

Indice de peréxido presumivel | Toma para o ensaio
(meq Oy/kg) (2
0al9 20al,2
>19a3l 1,220,8
>31a50 0,820,5
>50 0,520,3

Dissolveu-se a toma de amostra em 10 mL de cloroférmio (Carlos Erba ref 438601) e
adicionou-se 15 mL de 4cido acético glacial (Carlo Erba ref 401422), estes solventes
foram medidos por proveta.

Adicionou-se 1 mL de solu¢do saturada de iodeto do potdssio (Scharlau ref
PO0410100), medido por pipeta graduada. De seguida, fechou-se imediatamente o

erlenmeyer, agitou-se durante 1 minuto e aguardou-se 5 minutos ao abrigo da luz.
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Adicionou-se, logo de seguida, 75 mL de agua e titulou-se com tiossulfato de sédio*
0,01 mol/drn3, a partir de uma bureta de 25 mL, usando 2 mL de solu¢do de amido**

como indicador, até¢ a mudanca de cor (azul — transparente/branca).
Preparou-se, em paralelo com as amostras, um branco sem a presenca de amostra.
O indice de perdxidos, IP, em meq O,/kg, € dado por:

[(v1 — v2) X N x 1000]
m

IP =

Sendo: vI — volume, em mL, da solu¢do de tiossulfato de sédio gasto na titulagdo da
amostra; v2- volume, em mL, da solucdo tiossulfato de sédio gasto na titulacdo do
branco; m- massa, em gramas, da toma de amostra; N- concentracdo da solucdo de

tiossulfato de sédio.
Os resultados apresentam-se arredondados as unidades.

O célculo do TOTOX esté apresentado no final do topico 2.3.2

* Tiossulfato de s6dio (Sigma Aldrich ref 72049), 0,01N = 0,01 mol/dm’: dissolveu-se 2,6g de tiossulfato
de sédio em 1 litro de dgua.

** Solucdo de amido: levou-se até a ebulicdo 1g de amido dissolvido em 100mL de 4gua.

Nota: seleccionaram-se 4 amostras e realizaram-se as suas determinacdes de indice de
peroxidos tanto na Cooperativa Egas Moniz como no Instituto Nacional de Saide Dr
Ricardo Jorge, sincronizadamente, no dia 25 de Outubro de 2013. As amostras
seleccionadas foram 5A1 - condi¢do FILN; 6G2 — condi¢dao FILN; 5A1 — condi¢do
FELA e 6G2 — condi¢do FELA, codificadas respectivamente como A, B, C, D, no

envio. Os resultados estdo apresentados na tabela 12.

2.3.2. DETERMINACAO DO INDICE DE ANISIDINA, IPA

A determinagdo seguiu a norma ISO 6885:2006.

Pesou-se 0,76-0,9 g de amostra, com aproximacdo a miligrama, directamente para um
baldo volumétrico de 25 mL, dissolveu-se com 5 mL de diclorometano (Carlo Erba ref

463001) e completou-se o volume a marca: solu¢do amostra.
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Transferiu-se 5 mL da solucdo amostra para um tubo de ensaio com tampa e adicionou-
se 1 mL de acido acético (Carlo Erba ref 401422). Agitou-se bem e guardou-se ao

abrigo da luz durante 8 minutos a 23 + 3 °C. — Ndo Reaccdo

Transferiu-se 5 mL da solucdo amostra para um tubo de ensaio com tampa e adicionou-
se 1 mL de solucdo de p-anisidina*. Agitou-se bem e guardou-se ao abrigo da luz

durante 8 minutos a 23 + 3 °C. - Reaccdo

Preparou-se em paralelo um branco com 5 mL de diclorometano e 1 mL de solucdo de

anisidina. Agitou-se bem e guardou-se ao abrigo da luz durante 8 minutos a 23 + 3 °C.

Procedeu-se de imediato as leituras de absorvancia a A 350 nm, em células de quartzo,
no espectrofotometro Perkin Elmer - Lambda 25.

O indice de anisidina, IpA, adimensional, ¢ dado por:

100 xQ xV

IpA [1,2 X (Al - AZ _Ao]

Sendo: v- volume no qual a amostra € dissolvida (v = 25 mL); m- massa da amostra em
grama; Q- factor de conversao para grama por mililitro (0,01); Ay — absorvancia da Nao
reaccdo; Aj- absorvancia da reaccdo; A,- absorvancia do branco; 1,2 — factor de

correc¢do para a dilui¢do da amostra com 1 mL do acido acético glacial.

Os resultados apresentam-se arredondados a décima.

*Solugdo de anisidina: dissolveram-se 0,125g de p-anisidina (Alfa Aesar ref A10946) em acido acético
glacial num baldo volumétrico de 50 mL.

O valor de TOTOX, adimensional, é dado por: (2 X IP) + IpA

Sendo: IP - indice de per6xidos, em meq O,/Kg; IpA — indice de anisidina,

adimensional.

Os resultados apresentam-se arredondados a unidade.
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2.3.3. DETERMINACAO DO TEOR DE CLOROFILA, C

A determinagdo da clorofila baseou-se no método da AOCS Ch 4-91.

Procedeu-se a leitura das absorvancias da amostra de azeite tal e qual, inserida em
célula de plastico com 1 cm de percurso 6ptico, nos comprimentos de onda 630, 671 e
710 nm (Perkin Elmer- Lambda 25), utilizando ar na referéncia.

O teor de clorofila, em mg/kg ou ppm, é dado por:

C= Ag71 — [(Ag30 + A710) + 2]
a 0,0964 x L

Sendo: A-absorvancia; L- percurso dptico.

Os resultados apresentam-se arredondados as centésimas.

2.4. PARAMETROS AUXILIARES

2.4.1. DETERMINACAO INDICE DE Iopo, IID

O indice de iodo foi determinado pelo método AOAC 993.20, tendo-se utilizado o
reagente de Wijs.

Pesou-se para um erlenmeyer de 500 mL uma massa de azeite entre 0,32-0,40 g, com
aproximacao a décima de miligrama, e diluiu-se com 15 mL da mistura de solventes
(ciclo-hexano Carlo Erba ref 528215): acido acético (Carlo Erba ref 401422), 1:1). De
seguida, juntou-se 25 mL de reagente de Wijs (Panreac ref 281590.1611) e agitou-se

bem de forma a uniformizar a solucao.

Aguardou-se 60 minutos ao abrigo da luz. A seguir retirou-se o erlenmeyer do escuro e
adicionou-se 20 mL de iodeto de potassio* seguidos de 150 mL de agua e titulou-se
com tiossulfato de sédio 0,1 mol/dm?> ** a partir de uma bureta de 20 mL, usando 1 mL
de solucdo de amido*** como indicador, at¢ a mudanga de cor (azul —

transparente/branca).
Preparou-se, em paralelo com as amostras, um branco, sem a presenga de amostra.
O indice de iodo, I1d, adimensional, é dado por:

12,69 xC x (V; —V,)
m

I1d =

Sendo: C- concentracdo exacta, expressa em mol/L, da solugdo titulada de tiossulfato de

sodio utilizada; V; — volume, em mL, da solucdo titulada de tiossulfato de s6dio gasto
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no ensaio em branco; V, — volume, em mL, da soluc¢ao titulada de tiossulfato de sédio

gasto na titulacdo da amostra; m- massa da toma de amostra em grama.

Os resultados apresentam-se arredondados as unidades.

* Todeto de potdssio (Scharlau ref PO0410100): dissolveu-se 15 g de iodeto de potdssio em 100 mL de
dgua.

** Tiossulfato de s6dio (Sigma Aldrich ref 72049), 0,IN = 0,1 mol/dm?: pesou-se 7,906 g de tiossulfato
de sddio e dissolveu-se para um volume final de 500 mL.

*#%* Solugdo de amido: levou-se até a ebulicdo 1g de amido dissolvido em 100 mL de 4dgua.

2.4.2. DETERMINACAO DOS TOCOFEROIS TOTAIS, TT

A determinacdo de tocoferdis seguiu a reac¢do de Emmerie-Engel no procedimento
descrito por Wong, Timms & Goh (1988), excepto que ndo se procedeu a remog¢ao dos
carotendides, por pré-tratamento da amostra a 250°C, pelo que os resultados sdo
comparativos intra-amostra. A absorvancia foi lida a 520 nm no espectrofotometro
Perkin Elmer - Lambda 25.

Pesou-se para um balao volumétrico de 10 mL, 0,2 g de amostra de azeite, de seguida
adicionou-se 5 mL de tolueno (Carlo Erba, ref 488551), 3,5 mL de solucdo de
bipiridina* e 0,5 mL de solucdo de cloreto de ferro**. Apds a adi¢do dos reagentes
completou-se o volume do baldo com etanol a 95% (Aga, ref UN 1170). Aguardou-se 1
minuto ao abrigo da luz e efectuou-se a leitura de absorvancia a A = 520 nm, contra um
branco. As medidas realizaram-se contra uma curva de calibracdo com 20; 13; 8 e 4

mg/L de tocoferol (Sigma Aldrich ref T3251-5G).

*Solucdo de bipiridina (Alfa Aesar ref A157882): pesou-se 0,07 g de 2,2-bipiridina e dissolveu-se em 100
mL de etanol 95%.

** Solucdo de cloreto de ferro (Chem-Lab ref CL00.0910.0500): 0,2 g de cloreto de ferro e dissolveu-se
em 100 mL de etanol 95%.

2.4.3. DETERMINACAO DO INDICE DE ACIDEZ, IA

A determinagdo do indice de acidez foi realizada segundo a norma NP 903-1987.
Pesou-se para um erlenmeyer, com aproximacdo ao miligrama, uma toma
homogeneizada de 20 g de azeite, segundo a tabela 9. Dissolveu-se esta toma em 50 mL
de dissolvente (éter etilico (Panreac, ref 21270.0311): etanol 1:1). Agitou-se e
adicionou-se algumas gotas de solucdo alcodlica de fenolftaleina*. De seguida

procedeu-se a titulacdo com solug@o de hidroxido de sédio** até aparecimento de cor
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rosada. Preparou-se, em paralelo com as amostras, um branco sem a presenca de

amostra.

TABELA 9. Indicag@o da toma de ensaio para a determinacao do indice de acidez

Indice de acidez presumivel | Toma para o ensaio(g)
<1 20
la4 10
>4als 2,5
> 15 0,5

O indice de acidez, IA, expresso em g/100g 4cido oleico, é dado por:

_ 2,82 xX(v-v0)
- m

IA

Onde: m= massa, em gramas, da toma de azeite; v = volume, em mL, da solucdo de
hidréxido de sédio 0,1 mol/dm’ gasto na titulacdo da amostra; vO= volume, em mL, da

solucdo de hidroxido de sédio 0,1 mol/dm’ gasto na titulagdo do branco.

Os resultados sdo apresentados arredondados a décima.

* Solugdo alcodlica de fenolftaleina (Merck, ref 7233.0100): pesou-se 2g de fenolftaleina e dissolveu-se
em 100 mL de élcool etilico.

** Hidréxido de sédio (EKA Chemicals, ref 30014) 0,01 N = 0,1 mol/dm?: pesou-se 4g de hidréxido de
sédio e dissolveu-se para 1000 mL de dgua, em baldo volumétrico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na apresentacdo dos resultados optou-se por primeiramente referir os resultados de cada
amostra, nas condicdes estudadas, e a seguir mostrar os resultados compilados das
vdrias amostras por cada parametro estudado, nomeadamente indice de peréxidos, IP, o
indice de p-anisidina, IpA, teor de clorofila, indice de iodo, 1Id, os tocoferdis totais, TT,
e o indice de acidez, IA, nas condicdes de armazenamento seleccionadas,
designadamente 4°C, FELA, FILA e FILN. No tépico 3.3 apresenta-se um resumo de

todos os resultados.

3.1. RESULTADOS POR AMOSTRA
3.1.1. AMOSTRA 1M
As amostras, apresentando cor caracteristica do azeite com tons amarelados, foram
colhidas na Regido de Tras-os-Monte e Alto Douro, em 3 etapas da safra 2012/13.
Segundo o fornecedor, este azeite virgem extra resulta de uma mistura de variedades de
azeitona onde predominam as variedades Cobrancosa, Verdeal, e Cordovil. Com esta
amostra realizaram-se ensaios de indice de acidez, indice de per6xidos, anisidina, e teor
de clorofila, o qual revelou ser o maior de todas as amostras em estudo: 12,43 mg/kg,
ap6s 2 meses de armazenamento, a 4°C, valor que ndo sofreu alteracdes significativas
ao longo do tempo de estudo para as condi¢des FELA e FILA. O seu indice de acidez ,
apos 12 meses de armazenamento, a 4°C foi de 0,2 g/100g de 4cido oleico e na condi¢do
FILN foi de 0,3 g/100g de 4cido oleico. Para a anisidina obteve-se um valor médio de
12,4 £ 2,3 para n= 72, nas quatro condi¢des de armazenamento em estudo. J4 o indice
de perdxidos sofreu alteragcdes significativas ao longo de 12 meses, como mostra a
figura 35, tendo passado de 2, apOs 2 meses na condi¢do 4°C, para 19, apds 12 meses na
condi¢do FILA.
Uma vez que se encontraram valores permanentemente crescentes de perdxidos em
relacdo ao tempo, procurou-se uma relacdo matemadtica entre as duas grandezas. As
equacdes apresentadas na legenda da figura 35 mostram os parametros para uma
regressao linear, obtidos pela introdu¢do do tempo decorrido em meses, como varidvel
independente, e o correspondente valor de indice de perdxidos, como varidvel
dependente, em cada uma das quatro condi¢des de armazenamento, tendo-se adoptado
PO =%2 IP2.
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Os valores de R? correspondem ao coeficiente de correlacdo de Pearson, em cada caso.
A utilidade destas equacdes, nos casos em que o coeficiente de correlacdo € superior a
0,95, prende-se principalmente com a possibilidade de estimar o tempo em que o
produto mantém-se proprio para o consumo. Assim, tendo em conta o valor maximo de
20 meqOy/kg, verifica-se que o azeite 1M poderd, em principio, ser consumido até 21
meses apds a producdo, se se mantiver armazenado na condicdo a 4°C no escuro, e até
15 meses apds a produgdo, na condi¢io FELA. Para as condi¢cdes FILA e FILN os
factores de correlagdo de Pearson foram inferiores a 0,95 pelo que ndo se recomendam
projeccdes. Os resultados experimentais mostraram que passados 12 meses os valores
de peréxidos do azeite 1M nas condi¢des FILA e FILN eram 19 e 14, respectivamente

(Tabela 10).

Indice de Peréxidos- Amostra 1 M

30 -

25 - ——4°C y = 0,862x + 1,529
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£ 10 —%—FILA y=1,151x + 2,417
& R2=0,818

5

FILN y = 1,057x + 1,211
0 . R2=0,925
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Meses

FIGURA 35. Evolugéo do indice de per6xidos na amostra 1M, ao longo de 12 meses nas quatro condi¢des
de armazenamento.

3.1.2. AMOSTRA 2C

As amostras, foram colhidas na Regido de Tris-os-Monte e Alto Douro, a recolha
ocorreu em 3 etapas da safra 2012/13, tendo sido possivel acompanhar todo o processo
de obtencdo do azeite na primeira recolha, desde a apanha da azeitona no campo,
encaminhamento da azeitona até ao lagar e posterior obtencdo do azeite. Este azeite
virgem extra € monovarietal de azeitona Cobrancosa apresenta cor caracteristica do
azeite com tons amarelados.

Com esta amostra realizaram-se ensaios de indice de acidez, indice de peréxidos,
anisidina, indice de iodo, tocoferdis e teor de clorofila, o qual revelou-se o menor de
todas as amostras em estudo: 2,80 mg/kg apds 2 meses a 4°C valor que ndo sofreu
alteracoes significativas ao longo do tempo de estudo para as condi¢des FELA e FILA.

O indice de iodo obtido para a condi¢do FELA foi de 80, para as condicdes FILA e
65



Monitorizagdo, ao longo de 12 meses, dos teores de perdxidos, aldeidos e clorofila de azeites virgem extra,
monovarietais e de mistura, produzidos em Portugal e armazenados em 4 diferentes condigdes

FILN obteve-se 78 e 75, respectivamente. A amostra apresentou 0,6 mg/L de tocoferdis
em todas as condi¢Oes. Para a anisidina obteve-se um valor médio de 10,24 + 2,1, para
n= 72, nas quatro condi¢cdes em estudo. O seu indice de acidez, apds 12 meses de
armazenamento, a 4°C foi de 0,1 g/100g de 4cido oleico, e na condi¢do FILN foi de 0,2
2/100g de 4cido oleico.

Em relacdo ao indice de perdxidos sofreu alteracdes significativas ao longo de 12 meses
como mostra a figura 36, tendo aumentado de 3 apds 2 meses na condicdo 4°C para 23,
ap6s 12 meses na condicao FILA. Sendo assim, tendo em conta o valor maximo de 20
meqOy/kg, verifica-se que o azeite 2C, atinge este valor nas condi¢des FELA e FILN ao
fim de 11 meses. Para as condi¢des 4°C e FILA os factores de correlacio de Pearson
foram inferiores a 0,95 pelo que nao se recomendam projeccdes, sendo que nestas

condig¢des, ao fim de 12 meses, os valores de perdxidos de azeite 2C eram 16 e 23

respectivamente.
30 - Indice de Per6xidos- Amostra 2 C
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FIGURA 36. Evolucdo do indice de peréfi/fii)sse Isla amostra 2C nas quatro condi¢cdes de armazenamento
3.1.3. AMOSTRA 3P
As amostras, foram recolhidas na Regido do Ribatejo, sdo amostra de azeite virgem
extra monovarietal de azeitona Picual.
Com esta amostra realizaram-se ensaios de indice de acidez, anisidina, indice de iodo,
tocoferdis indice de perdxidos e teor de clorofila, para o qual se obteve um valor inicial
de 11,12 mg/kg apds 2 meses de armazenamento a 4°C valor que ndo sofreu alteracdes
significativas ao longo do tempo de estudo para as condi¢cdes FELA e FILA.
O seu indice de acidez, apos 12 meses de armazenamento a 4°C foi de 0,3 g/100g acido
oleico, e na condi¢ao FILN foi de 0,4 g/100g de 4cido oleico. O seu indice de iodo para
a condi¢des FELA, foi de 79 FILA e FILN encontrou-se 74, 72, respectivamente. A

quantificagdo de tocoferdis foi de 0,5 mg/L, para a condi¢cdo 4°C enquanto na condi¢do
66



Resultados e Discussdo

FILN foi de 0,3 mg/L. Para a anisidina obteve-se um valor médio de 5,4 + 1,3, para n=
72, nas quatro condi¢cdes em estudo.

Para o indice de perdxidos verificdmos alteragdes significativas como mostra a figura
37, tendo passado de 5, apds 2 meses na condicdo 4°C, para 59 apds 12 meses na
condi¢do FILA. Assim, tendo em conta o valor maximo de 20 meq O/kg, verifica-se
que o azeite 3P poderd, em principio, ser consumido até 17 meses apds a produgdo, se
se mantiver armazenado na condi¢do 4°C no escuro, e até 12 meses apds a producio, na
condicao FELA. Para as condi¢des FILA e FILN os factores de correlacdo de Pearson
foram inferiores a 0,95 pelo que ndo se recomendam projecgdes. Os resultados
experimentais mostraram que passados 12 meses os valores de peréxidos do azeite 3P

nas condicdes FILA e FILN eram 59 e 27, respectivamente (tabela 10).

Indice de Peréxidos- Amostra 3P
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FIGURA 37. Evolugdo do indice de perélrilgcs:sna amostra 3P nas quatro condi¢des de armazenamento

3.1.4. AMOSTRA 4M

As amostras, foram recolhidas na Regido da Beira Baixa, em 3 etapas da safra 2012/13.
Segundo o fornecedor, este azeite virgem extra resulta de uma mistura de duas vdrias
variedades de azeitonas Galega e Cobrancosa. Com esta amostra realizaram-se ensaios
de indice de acidez, indice de perdxidos, anisidina e teor de clorofila, para o qual se
obteve um valor inicial de 7,27 mg/kg apds 2 meses a 4°C valor que nao sofreu
alteracoes significativas ao longo do tempo de estudo para as condi¢des FELA e FILA.
O seu indice de acidez apds 12 meses de armazenamento a 4°C foi de 0,3 g/100g de
acido oleico, e na condicdo FILN foi de 0,4g/100g de 4cido oleico. Para a anisidina
obteve-se um valor médio de 7,6 + 1,5, para n= 72, nas quatro condi¢des em estudo. O
indice de perdxidos sofreu alteracdes significativas ao longo de 12 meses como mostra a

figura 38, tendo passado de 7, apés 2 meses na condicdo 4°C, para 57, apds 12 meses na
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condicao FILA. Assim, tendo em conta o valor mdximo de 20 meq O,/kg, verifica-se
que o azeite 4M poderd, em principio, ser consumido até 15,9 meses ap6és a produgdo,
se se mantiver armazenado na condi¢do a 4°C no escuro, e até 11 meses apds a
producdo, na condicdo FELA. Para as condi¢des FILA e FILN os factores de correlagao
de Pearson foram inferiores a 0,95 pelo que ndo se recomendam projecgdes. Os
resultados experimentais mostraram que passados 12 meses os valores de peréxidos do

azeite 4M nas condic¢des FILA e FILN eram 57 e 52, respectivamente (tabela 10).

Indice de Peréxidos- Amostra 4M
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FIGURA 38. Evolucdo do indice de peréxidos na amostra 4M nas quatro condi¢des de armazenamento

3.1.5. AMOSTRA 5A

As amostras, apresentam cor verde oliva, foram colhidas na Regido do Alto Alentejo,
em 3 etapas da safra 2012/13. Segundo o fornecedor, este azeite virgem extra €
monovarietal da variedade Arbequina. Com esta amostra realizaram-se ensaios de
indice de acidez, indice de iodo, tocoferdis, anisidina, indice de perdxidos e teor de
clorofila, para o qual se obteve um valor inicial de: 6,12 mg/kg apds 2 meses a 4°C,
valor que ndo sofreu alteracOes significativas ao longo do tempo de estudo para as
condi¢cdes FELA e FILA. O seu indice de acidez foi de 0,1 g/100g de acido oleico, apds
12 meses de armazenamento a 4°C, e na condi¢do FILN foi de 0,2 g/100g de 4cido
oleico. O seu indice de 1odo para foi de 84, 83 e 82 para FELA, FILA e FILN,
respectivamente. Para os tocoferdis, foi obtido um valor 0,2 mg/L para a condicao 4°C,
FELA e FILN. Na anisidina obteve-se um valor médio de 3,3 + 1,0, para n= 72, nas
quatro condi¢des em estudo. J4 o indice de perdxidos sofreu alteragdes significativas ao
longo de 12 meses, como mostra a figura 39, tendo passado de 5, apds 2 meses na

condi¢do 4°C, para 22, ap6s 12 meses na condi¢do FILA. Assim, visando o valor
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maximo de 20 meq Oykg, verifica-se que o azeite SA poderd, em principio, ser
consumido até 11 meses apds a producdo, se se mantiver na condicio a FELA. Os
resultados experimentais mostraram que passados 12 meses os valores de peréxidos do
azeite 5SA nas condicdes 4°C, FILA e FILN eram 18, 22 e 25, respectivamente (tabela
10).

30 - Indi 6xidos- .
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2 —
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FIGURA 39. Evolugao do indice de per6xidos na amostra 5A nas quatro condi¢des de armazenamento

3.1.6. AMOSTRA 5P

As amostras, apresentam cor verde oliva, foram colhidas Regido do Alto Alentejo, em 3
etapas da safra 2012/13. Segundo informacao do fornecedor, este azeite virgem extra €
monovarietal da variedade Picual.

Nesta amostra realizaram-se ensaios de indice de acidez, indice de iodo, tocoferdis,
anisidina, indice de perdxidos e teor de clorofila, para o qual se obteve: 4,75 mg/kg apos
2 meses a 4°C valor que ndo sofreu alteracdes significativas ao longo do tempo de
estudo para as condi¢cdes FELA e FILA. O seu indice de acidez apds 12 meses de
armazenamento a 4°C e a na condicdo FILN foi de 0,2 g/100g de acido oleico. O seu
indice de 10do foi de 76 para a condicdo FELA, e de 71 para as condi¢des FILA e FILN.
Para tocoferdis a amostra apresentou 0,4mg/L para a condicdo 4°C e FELA e 0,3 mg/L
para a condi¢do FILN. A anisidina teve um valor médio de 5,0 + 1,2, para n= 72, nas
quatro condi¢des em estudo. O indice de peroxidos sofreu alteragcdes significativas ao
longo de 12 meses, como mostra a figura 40, tendo passado de 3, apds 2 meses na
condi¢do 4°C, para 64, apds 12 meses na condicao FILA. Assim, tendo em conta o valor
maximo de 20 meq Oy/kg, verifica-se que o azeite 5P poderd, em principio, ser
consumido até 15,5 meses apds a producdo, se se mantiver na condi¢do a 4°C no escuro,
e até 12 meses apOs a producdo, se se mantiver na condicdo FELA. Para as condi¢des
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FILA e FILN os factores de correlagdo de Pearson foram inferiores a 0,95 pelo que ndo
se recomendam projec¢des. Os resultados experimentais mostraram que passados 12

meses os valores de peroxidos do azeite SP nas condi¢des FILA e FILN eram 64 e 21,

respectivamente (tabela 10).
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FIGURA 40. Evolucao do indice de peréxidos na amostra 5P nas quatro condi¢des de armazenamento

3.1.7. AMOSTRA 6D

As amostras, foram colhidas na Regido do Baixo Alentejo, em 3 etapas da safra de
2012/13. Segundo o fornecedor, este azeite virgem extra resulta de uma mistura de
variedades Galega, Cordovil e Verdeal.

Com esta amostra realizaram-se ensaios de indice de acidez, anisidina indice de
peréxidos e teor de clorofila, para o qual se obteve um valor inicial de: 11,58 mg/kg
apos 2 meses o a 4°C valor que ndo sofreu alteragdes significativas ao longo do tempo
de estudo para as condigdes FELA e FILA. O seu indice de acidez apds 12 meses de
armazenamento a 4°C e em FILN foi de 0,3 g/100g de 4cido oleico. Para a anisidina
obteve-se um valor médio de 7,1 + 2,1, para n= 72, nas quatro condi¢des em estudo. J&
o indice de perdxidos sofreu alteracOes significativas ao longo de 12 meses, como
mostra a figura 41, tendo passado de 3, ap6s 2 meses na condig@o 4°C, para 17 , apOs 12
meses na condicdo FILA. Assim, tendo em conta o valor maximo de 20 meq Oy/kg,
verifica-se que o azeite 6D poderd, em principio, ser consumido até 13 meses apds a
producdo, se se mantiver na condi¢do FELA. Para as condi¢des 4°C, FILA e FILN os
factores de correlagdo de Pearson foram inferiores a 0,95 pelo que ndo se recomendam
projeccdes. Os resultados experimentais mostraram que passados 12 meses os valores
de peroxidos do azeite 6D nas condi¢des 4°C, FILA e FILN eram 14, 17 e 21,
respectivamente (tabela 10).
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FIGURA 41. Evolugao do indice de per6xidos na amostra 6D nas quatro condi¢des de armazenamento

3.1.8. AMOSTRA 6G

As amostras, foram colhidas na Regido do Baixo Alentejo, 3 etapas da safra de 2012/13.
Segundo o fornecedor, este € um azeite virgem extra monovarietal da variedade Galega.

Com esta amostra realizaram-se ensaios de indice de acidez, indice de i0odo, tocoferdis,
anisidina, indice de perdxidos e teor de clorofila, para o qual se obteve: 8,16 mg/kg apds
2 meses a 4°C, valor que ndo sofreu alteragdes significativas ao longo do tempo de
estudo para as condicdes FELA e FILA. O seu indice de acidez, apds 12 meses de
armazenamento a 4°C e em FILN foi de 0,5 g/100g de 4cido oleico. Para o indice de
10odo obtivemos para a condigdo FELA e FILA 80, e 81 para a condi¢dao FILN. Para
tocoferdis a amostra apresentou 0,5mg/L para a condi¢do 4°C e FELA e 0,3 mg/L para a
condicdo FILN. Para a anisidina obtivemos um valor médio de 4,1 + 1,2, para n= 72,
nas quatro condi¢des. O indice de perdxidos sofreu alteracdes significativas ao longo de
12 meses, como mostra a figura 42, tendo passado de 3, apos 2 meses na condi¢do 4°C,
para 20 , apos 12 meses na condi¢do FILA. Contudo, para as 4 condi¢cdes de estudo
factores de correlacdo de Pearson foram inferiores a 0,95 pelo que ndo se recomendam
projeccdes. Os resultados experimentais mostraram que passados 12 meses os valores
de peroxidos do azeite 6G nas condi¢des 4°C, FELA, FILA e FILN eram 14, 20, 20 e

22, respectivamente (tabela 10).
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FIGURA 42. Evolugao do indice de per6xidos na amostra 6G nas quatro condi¢des de armazenamento

3.1.9. Amostra 6M

As amostras, foram colhidas Regido do Baixo Alentejo, em 3 etapas da safra de
2012/13. Segundo o fornecedor, este azeite virgem extra resulta de uma mistura de
variedades Galega, Cordovil e Verdeal.

Com esta amostra realizaram-se ensaios de indice de acidez, anisidina, indice de
peréxidos e teor de clorofila: 9,31 mg/kg apés 2 meses a 4°C, valor que ndo sofreu
alteracoes significativas ao longo do tempo de estudo para as condi¢des FELA e FILA.
O seu indice de acidez apds 12 meses de armazenamento a 4°C foi de 0,4 g/100g de
acido oleico, e na condicao FILN foi de 0,5 g/100g de acido oleico. Para a anisidina
obtiveram-se um valor médio de 5,3 £+ 1,7, para n= 72, nas quatro condi¢des em estudo.
Ja o indice de perdxidos sofreu alteracdes significativas ao longo de 12 meses, como
mostra a figura 43, tendo passado de 3, apds 2 meses na condi¢do 4°C, para 17, apos 12
meses na condicdo FILA. Assim, tendo em conta o valor mdximo de 20 meq Oy/kg, o
azeite 6M poderd, em principio, ser consumido até 13 meses apds a producdo, na
condicdo FELA. Para as condicdes 4°C, FILA e FILN obtiveram-se R* < 0,95 pelo que
nao se recomendam projecgdes. Os resultados experimentais mostraram que passados
12 meses os valores de perdxidos do azeite 6M nas condigoes 4°C, FILA e FILN

eraml13, 17 e 21, respectivamente (tabelall).
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FIGURA 43. Evolugio do indice de per6xidos na amostra 6M nas quatro condi¢cdes de armazenamento
3.1.10. AMOSTRA TM

As amostras, foram colhidas na regido do Algarve, em 3 etapas da safra 2012/13.
Segundo o fornecedor, este azeite virgem extra resulta de uma mistura de variedades
Macanilla e Galega. Com esta amostra realizaram-se ensaios de indice de acidez,
anisidina, indice de perdxidos e teor de clorofila, para o qual se obteve: 4,25 mg/kg apds
2 meses a 4°C, valor que nao sofreu alteracdes significativas para as condicoes FELA e
FILA. O seu valor de indice de acidez, apds 12 meses de armazenamento, a 4°C e em
FILN, foi de 0,6 g/100g de 4cido oleico. Para a anisidina encontrou-se um valor médio
de 7,1 £2,6, sendo n= 72. J4 o indice de perdxidos sofreu alteragdes significativas tendo
passado de 7, apds 2 meses na condi¢do 4°C, para 33, apds 12 meses na condi¢do FILA
(Fig.44). Assim, tendo em conta o valor mdximo de 20 meq O,/kg, verifica-se que o
azeite 7M poderd, em principio, ser consumido até 13 meses apds a producdo, se se
mantiver na condicdo FELA. Para as condi¢des 4°C, FILA e FILN os factores de
correlacdo de Pearson foram inferiores a 0,95 pelo que ndo se recomendam projeccoes.
Passados 12 meses, os valores de peroxidos do azeite 7M nas condigdes 4°C, FILA e
FILN eram 17, 33 e 34, respectivamente (Tabela 10).

——4°Cy=1,185x + 5,416

30 - Indice de Peréxidos- Amostra 7M o R? = 0.893
25 - /‘7
% 2 —8— FELAy = 1474x + 1,275
£ 20 - R2=0,988
=)
g 15 1
£ ——FILA y =2,321x + 1,617
& 10 - . R? = 0,937
Ll
54
| FILN y = 2,362x + 4,474
O T T T T T T T TR2 = 0’933
0 2 4 6 8 10 12 14

Meses

FIGURA 44. Evolucdo do indice de peréxidos na amostra 7M nas quatro condi¢des de armazenamento
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3.2. RESULTADOS DOS PARAMETROS NO CONJUNTO DAS AMOSTRAS NAS 4 CONDICOES
DE ARMAZENAMENTO

3.2.1. EVOLUCAO DO INDICE DE PEROXIDOS
A tabela 10 resume os valores médios obtidos para todas as amostras, em todas as

condi¢des deste estudo. As figuras 45 e 46 retractam os resultados em modo gréfico. A
figura 47 contém a evolugdo dos peréxidos de cada amostra, e a respectiva recta média,

para cada condic¢do, ao longo de 12 meses.

TABELA 10. Valores médios de indice de perdxidos, em meq O,/kg, das amostras nas condi¢des de
armazenamento 4°C, FELA, FILA e FILN

4°C
Meses | 1M 2C 3p 4aM 5A 5p 6D 6M 6G M | Média
0 1 1 3 3 3 2 2 2 2 4 2
2 2 3 5 7 5 3 3 3 3 7 4
4 7 4 7 9 8 6 7 9 6 14 8
6 7 7 10 11 12 8 6 7 6 13 9
8 8 9 11 13 16 11 8 9 8 16 11
10 10 11 14 14 15 13 13 12 14 17 13
12 12 17 14 15 18 16 14 13 14 18 15
FELA
Meses | v 2C 3P 4aM 5A 5P 6D 6M 6G M | média
0 1 1 3 3 3 2 2 2 2 4 2
2 8 4 5 7 7 6 4 4 4 8 6
4 4 8 7 10 9 8 7 5 5 11 7
6 8 10 9 14 14 14 9 8 8 14 11
8 13 17 14 15 17 14 12 15 11 22 15
10 13 16 16 18 18 17 17 16 19 26 18
12 16 21 20 20 21 20 19 17 20 30 21
FILA
Meses | 1M 2C 3P am 5A 5P 6D 6M 6G M | média
0 1 1 3 3 3 2 2 2 2 4 2
2 8 12 8 7 6 8 9 11 9 7 9
4 10 7 10 10 12 7 6 5 7 10 8
6 10 15 29 19 16 11 12 9 11 11 14
8 11 20 43 38 19 43 15 13 15 20 24
10 11 20 29 32 16 - 16 10 18 23 19
12 19 23 59 57 22 64 17 17 20 33 33
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FILN
Meses 1M 2C 3P 4M S5A 5p 6D 6M 6G ™ média
0 1 1 3 3 3 2 2 2 2 4 2
2 4 4 9 12 8 5 5 5 5 9 6
4 4 8 7 9 7 7 5 4 11 15 8
6 6 11 29 14 16 14 8 9 19 19 15
8 12 16 33 33 17 18 12 9 19 27 20
10 11 20 29 32 16 16 16 10 20 23 19
12 14 20 27 52 25 21 21 21 22 34 26
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Azeites monovarietais - Evolucio do indice de peréxidos (meq O,/kg)
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FIGURA 45. Evolugio do indice de peréxidos, por azeite monovarietal e por condi¢do de armazenamento, ao longo de 12 meses.
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Azeites de mistura - Evolucao do indice de perdxidos (meqO,/kg)
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FIGURA 46. Evolugéo do indice de per6xidos, por azeite de mistura e por condi¢do de armazenamento, ao longo de 12 meses.
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FIGURA 47. Correlaggo do indice de peréxidos de cada amostra com o tempo de armazenamento, nas condig¢des: 4°C; FELA; FILA; FILN. A preto, em cada grafico: recta
média.
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A tabela 11 mostra, para cada condicao estudada, a equacdo obtida pela regressao linear
dos resultados de todas as amostras em relagdo ao tempo, tendo-se adoptado [Py =12 1P,
(Fig. 47). Como pode verificar-se, o armazenamento a 4°C ampliou em 4 meses o tempo
estimado de conformidade das amostras, em relagdo ao armazenamento em FELA, que
revelou ser de 12 meses. Por outro lado, e também em relacdo a FELA, as condigdes
FILN e FILA diminuiram o tempo de conformidade das amostras em 3 e 4 meses,
respectivamente. O facto da condi¢do FILA ser mais favordavel ao desenvolvimento dos
peréxidos que a condi¢do FILN pode ser explicado pelo nao controlo da temperatura,
isto €, na condicdo FILN a temperatura variou de 7°C a 40°C, mas o intervalo mais
frequente foi 15°C-18°C, verificado em cerca de 60% das medi¢des, enquanto na FILA

a temperatura média foi mais elevada, entre 22°C e 26°C.

TABELA 11. Parimetros da equacdo da recta média /P = f{t), nas 4 condi¢des de armazenamento, e
estimativa do tempo, em meses, para atingir o valor de IP = 20 meqO,/kg

Condig¢do Equagdo da recta Coeficiente de correlacdo, R? | Meses para IP = 20
4°C y = 1,0731x + 2,4105 0,9908 16
FELA | y=1,5443 x + 2,0466 0,9939 12
FILA y =2,3249x+1,7203 0,8973 8
FILN y =1,9405x+2,0284 0,9646 9

A estimativa fundamentada do tempo médio de conformidade do IP em vdrias
condi¢des de armazenamento para um conjunto de azeites virgem extra de diferentes
variedades, tal como realizado no presente trabalho, € inédita. Contudo, conforme
apresentado na tabela 4, vérios autores t€ém estudado o efeito do armazenamento na
qualidade do EVOO. A comparacdo dos resultados deste trabalho com a literatura
recente mostra que hd concordancia em vérios aspectos, por exemplo, o facto de
temperaturas baixas prolongarem o tempo de conformidade (Gémez-Alonso et al, 2007;
Mulinacci et al, 2013) e também a constatacdo de que, em condi¢des adequadas, o

azeite virgem extra tem uma duracdo média de 12 meses (Piscopo & Poiana, 2012).

A tabela 12 apresenta os resultados do IP de 4 amostras analisadas em triplicado, no dia
25/10/2013, no CiiEM e no INSA, com vista a validar os procedimentos usados no
presente trabalho. Dos resultados nos 2 locais, verificou-se um quociente percentual

médio de 10%, que foi considerado satisfatorio.
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TABELA 12. Comparagao de resultados de indice de per6xidos CiiEM & INSA.

Amostra CiiEM INSA Quociente percentual
(meq Oy/kg) | (meq Oy/kg)
A =5A1FILN 16,7 0,4 19,0 £ 0,5 88%
B = 6G2 FILN 19,5 +0,5 223+04 87%
C=5A1 FELA 17,9 +0,4 17,0+ 0,1 105% (95%)
D =6G2 FELA | 10,0 0,03 11,4+0,2 88%

3.2.2. EVOLUCAO DO INDICE DE ANISIDINA E DO PARAMETRO TOTOX

Uma vez que a combinacdo “temperatura elevada (150°C - 180°C) & tempo curto (30
min — 12 h)” promoveu um grande aumento na concentracdo dos aldeidos em azeites
(Naz et al, 2004; Labrinea et al, 2001), foi objectivo deste trabalho verificar, através do
indice de anisidina, se a combinacdo “temperatura moderada (4°C - 40°C) & tempo
longo (2 meses - 12 meses)” apresentaria um efeito semelhante. Sucede, no entanto, que
pelo IpA determinam-se os aldeidos totais do azeite, pelo que, ha que ter em conta a
existéncia prévia dos aldeidos naturais da azeitona, ou seja, parte do valor doseado pode
dever-se a oxidacdo secunddria e parte aos aldeidos intrinsecos, dai que o indice de

anisidina € sempre um valor relativo a variedade e ao estado inicial do azeite.

No presente trabalho, o maior indice de anisidina inicial dos azeites virgem extra
monovarietais correspondeu a variedade Cobrancosa (10,2) e o menor a Arbequina
(3,0). Estas posi¢des relativas mantiveram-se durante o periodo de estudo, em todas as
condi¢Oes de armazenamento, como pode ver-se na figura 48. Em relacdo aos azeites de
mistura, o azeite 1M apresentou o maior IpA (14,3) e o 6M o menor (6,0). Os resultados

numéricos obtidos nas determinacdes de anisidina ao longo de 12 meses, nas 4

condi¢Oes de armazenamento, estdo apresentados no anexo C.

A evolu¢do do indice de anisidina, ao longo dos 12 meses deste estudo, ocorreu de
modo semelhante para todas as amostras, monovarietais e mistura, como se pode
verificar nas figuras 48 e 49. Os valores de IpA em relagdo ao tempo distribuiram-se
como numa sinusoidal, oscilaram em torno de um valor médio, sem uma tendéncia clara
para valores mais altos ou mais baixos, nas 4 condi¢cdes de armazenamento. Os valores
médios e o desvio padrdo associado, tendo em conta as 18 medi¢des efectuadas na
condi¢cdo 4°C, para as amostras 1M, 2C, 3P, 4M, 5A, 5P, 6D, 6M, 6G e 7M foram,
respectivamente: 12,39 + 1,65; 10,24 + 1,74; 5,61 +2,17; 6,34 +2,03; 2,96 + 0,98; 4,99
+1,04; 5,61 +£1,91; 6,23 £2,64; 4,83 + 1,60; 6,29 + 2,11.

80



Resultados e Discussdo

Picual, Amostra 3P

N\

e

sasauig|
sasall g
538U 9
EERERH RS
sasal g

Sasall()|
sa8all g
Sasall g
8282 f
sasall g

SasaLl()|
sasall g
Sasallg
8282l f
sasall g

sasallQ|
sasall g
EEEEYI ]
Sasall f
A8 7

§a8aZ |

FILN

sasall g |

§a8aZ |

sasallz |

4°C

15

Cobrancosa, Amostra 2C

SA5ATI()]
S282L g
ERELYeiRe]
sasalll p
Sa5A T

sasaL (|
sasall g
BasaLl g
sasalll |
sagatl g

BARALL ()|
sA8ALl g
8L O
Sasall f
8OSALL 7

sasaLl (|
SASALL &
sagatl g
sagalll
SasaLll g

Sasalliz |

FILN

§asall g |

FILA

SA5ALIZ |

sasalliz |

4°C

13

Picual, Amostra 5P

sagal Q|
sasall g
sasall g
LRI o
AL F

sasal Q|
sasall g
Saga g
EEEEIEE
sagallg

sasall Q|
5a5al g
EERIIIRREs]
FEELTTiS
sagalg

sasal Q|
525911
EEEEIIRRS]
EELLTTiN
sasallg

58O g |

FILN

EEEET A

§AEAMZ [

§Asalz |

4C

15

Arbequina, Amostra SA

10

vdj

5a82WW Q|
Sasall g
ARG
538U
sasall g

5a8a Q|
a8y
EEELYIS]
sasall
sasall g

SAsAN()|
sasall g
SO82UL G
SasAll f
sasallg

SASAL()|
Sasall g
Sa8ALL G
Sasall
Sasallg

SASAZ |

FILN

SAEAUl 7 |

FILA

SASAZ |

SASAZ |

4C

15

10

vdp

5

Galega, Amostra 6G

sasallQ|
EEEEYEY
SA8ALL G
583U
sasal g

SASA()|
sa8alll g
Sasalll g
sasall f
sasall g

sagauig|
sasall g
553U 9
Sasall
sa8aM 7

sasallQ|
3sall Y
SA8ALL G
sasall
sasal g

sasallz |

FILN

5a8AUL Z |

Sasallg |

SASAZ |

4°C

15

10

wdp

FIGURA 48. Evolugado do indice de anisidina em azeites virgem extra das variedades Cobrancosa, Picual,
Arbequina e Galega ao longo de 12 meses de armazenamento nas condi¢des a 4°C, FELA, FILA e FILN
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FIGURA 49. Evolugao do indice de anisidina em azeites virgem de mistura, amostras 1M, 4M, 6D, 6M e
7M, ao longo de 12 meses de armazenamento nas condigdes a 4°C, FELA, FILA e FILN.

Deste modo, concluiu-se que as condicdes de armazenamento utilizadas nao
favoreceram a formacdo de aldeidos, mesmo depois de 12 meses, pelo que, a
combinacdo “temperatura moderada (4°C - 40°C) & tempo longo (2 meses - 12 meses)”
resultou num efeito diferente do observado pela combinacdo ‘“temperatura elevada
(150°C - 180°C) & tempo curto (30 min — 12 h)”’descrito por Labrinea et al (2001) e
Naz et al (2004) e apresentado na figura 26.
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TOTOX

A determina¢do do indice de anisidina tem sido recomendada por vérios autores por
forma a calcular-se o parametro TOTOX, o qual corresponde a soma do indice de
anisidina com o indice de perdéxidos- previamente multiplicado por dois, de modo a
obter-se um indicador da oxidagao total (Caponio et al, 2013). No presente trabalho, no
entanto, as amostras e as condi¢des utilizadas levaram a que o indice de anisidina ndo
sofresse alteracOes significativas ao longo do armazenamento, pelo que, dos dois
parametros envolvidos no cdlculo do TOTOX apenas o indice de perdxidos variou.
Além disso, como se mostrou nas figuras 48 e 49, alguns azeites possuem valores
naturalmente elevados de indice de anisidina sem que isso corresponda a um estddio de
oxidacdo superior ao de outro azeite. Por este motivo, para os fins deste estudo,
considerou-se inapropriado apresentar a oxidacido dos azeites em relagdo ao parametro

TOTOX e portanto manteve-se apenas o indice de peréxidos como indicador.

3.2.3. EVOLUCAO DO TEOR DE CLOROFILA

Os valores determinados correspondem efectivamente a feofitina e ndo a clorofila (Fig.
28), contudo, a convengdo € referir o parametro como clorofila (AOCS, 1998).

Tendo em conta os azeites monovarietais, 2C, 3P, 5A, 5P e 6G, os valores médios
iniciais, em mg/kg, a 4°C foram 2,80; 11,12; 6,12; 4,75 e 8,16 respectivamente. Como
se verifica, o azeite com o valor mais baixo de clorofila foi o 2C, variedade Cobrancosa,
enquanto o mais elevado foi do 3P, variedade Picual. No entanto, o resultado da amostra
3P ndo deve ser atribuido apenas a variedade Picual uma vez que a amostra SP, também
Picual monovarietal, apresentou menos da metade deste valor. A explicacdo para as
diferengas dos teores de clorofila dentro de uma mesma variedade inclui o indice de
maturagdo do fruto usado na manufactura do azeite, conforme j4 referido no topico
pigmentos do subtitulo 1.6.2. Assim, é de supor que o azeite 3P foi elaborado com

azeitonas num estdgio de maturacao mais inicial que o azeite 5P.

No caso dos azeites de mistura, 1M, 4M, 6D, 6M, 7M, os resultados médios iniciais, em
mg/kg, a 4°C foram 12,43; 7,27; 11,58; 9,31 e 4,25, respectivamente. Aqui, para além
das diferentes variedades de azeitona que compdem os azeites, € de referir que os
valores maximo e minimo de clorofila também expressam factores geograficos, sendo o

maior teor da amostra de Trds-os-Montes e 0 menor da amostra do Algarve. Também
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aqui pode estar em causa o indice de maturacdo do fruto, uma vez que os frutos
amadurecem mais cedo no Algarve.

As figuras 50 e 51 apresentam a evolugdo dos valores obtidos, nas quatro condi¢gdes de
armazenamento, ao longo de 12 meses, para os azeites monovarietais e para os azeites
de mistura, respectivamente. Como se verifica, tanto nos azeites monovarietais como
nos de mistura, a variagdo nos valores de clorofila nas condi¢des em estudo s6 €
facilmente interpretada na condi¢do FILN, em que se nota claramente o decréscimo da
clorofila aos 2 meses até a sua auséncia ja aos 4 meses de armazenamento (Fig. 52).
Para as outras condi¢des, 4°C, FELA e FILA, o estudo da evolugdo da clorofila foi

realizado por inferéncia estatistica, com o auxilio do programa informdtico Statistica

versdo 12.0 (StatSoft, 2013). Os resultados globais de clorofila constam no anexo C.

Azeites monovarietais - Evolucdo do teor de Clorofila (mg/kg)

16,00
12,00
| ]
800-- 'En B M | | IlI [l 2C
’ m3p
5A
4,00 [ m5p
B 6G
0,00
22 %2 2 212 2 ¢ 2 2 212 2 2 2 % 2|2
§E E E E E E|E E E E E E|E E E E E E|E
Nwowgg”voweg“wowgg”
4°C FELA FILA IFIL]‘lI

FIGURA 50. Evolugéo do teor em clorofila (mg/kg) das amostras monovarietais 2C, 3P, 5A, 5P e 6G, ao
longo de 12 meses, nas condi¢des 4°C, FELA, FILA e FILN.
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Azeites de mistura - Evolucao do teor de Clorofila (mg/kg)
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FIGURA 51. Evolugio do teor em clorofila (mg/kg) dos azeites de mistura 1M, 4M, 6D, 6M e 7M ao
longo de 12 meses, nas condi¢des 4°C, FELA, FILA e FILN.

A tabela 13, mostra os valores de probabilidade de coincidéncia de médias dos teores de
clorofila ao longo de 12 meses de armazenamento a 4°C no escuro. Foram considerados
diferentes, num intervalo de confianca de 95%, os valores de probabilidade, p, inferiores
a 0,05 (a vermelho). Como pode ver-se, das dez amostras estudadas, houve quatro
amostras (1M, 3P, 4M, 6D) que apresentaram alguma alteragdo estatistica no valor
médio sendo que trés apresentaram 1 resultado discordante e apenas uma apresentou 2
resultados discordantes (4M). Relativamente, ao tempo mais longo de armazenamento,
12 meses, em apenas uma amostra (IM) o teor de clorofila foi discordante, ou seja, na
condicdo 4°C no escuro, para nove das dez amostras, o resultado de clorofila ao fim de
12 meses manteve-se estatisticamente constante. Assim, adoptou-se considerar que na
condicdo a 4°C as caracteristicas iniciais da clorofila de cada amostra ndo s@o

significativamente alteradas em até 12 meses de armazenamento.
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TABELA 13. Valores de probabilidade, p, intra-amostra para coincidéncia de médias dos teores de
clorofila ao longo de 12 meses de armazenamento a 4°C no escuro.

Amostra

Tempo de IM 2C 3P 4M 5A SP 6D 6M 6G ™
armazenamento

2 meses 0,824 | 0,273 | 0,639 | 0,775 | 0,647 | 0,970 | 0,813 | 0,797 | 0,701 | 0,106

Ameses 0,823 | 0,435 | 0,109 | 0476 | 0,649 | 0,499 | 0,832 | 0,925 | 0,676 | 0,054

6 meses 0,985 | 0,972 | 0,919 | 0,016 | 0,977 | 0,646 | 0,706 | 0,961 | 0,462 | 0,168

8 meses 0,984 | 0,926 | 0,432 | 0,003 | 0,389 | 0,176 | 0,024 | 0,591 | 0,998 | 0,111

10 meses | 0,552 | 0,772 | 0,012 | 0,938 | 0,349 | 0,646 | 0,841 | 0,974 | 0,922 | 0,491

12 meses | 0,020 | 0,793 | 0,367 | 0,633 | 0485 | 0414 | 0,487 | 0,976 | 0,225 | 0,560

A seguir investigou-se se o teor de clorofila podia ser considerado o0 mesmo em todos os
azeites em estudo. Para isso compararam-se os teores médios de cada amostra (n = 18)
com o valor 7,92 — correspondente ao teor médio da totalidade das amostras (n = 180) a
4°C no escuro. Como mostra a coluna p da tabela 14, tendo em conta as 18 medidas
realizadas para cada amostra, foi rejeitada a hipétese do seu valor corresponder ao valor
médio global. Concluiu-se entdo que o valor inicial de clorofila ndo era 0 mesmo em

todos os azeites.

TABELA 14. Valores de probabilidade, p, para coincidéncia de médias dos teores de clorofila intra-
amostra com o valor médio 7,92 inter-amostra.

Teste de médias contra um valor constante (value)

Amostra x o N | Std.Err. | Value [t-value| df p
1M 12,9 | 3,21 18 0,76 7,92 6,59 17 0,000005
2C 2,9 0,30 18 0,07 7,92 [-69,91 17 0,000000

3P 11,3 | 0,58 18 0,14 7,92 2505 17 0,000000
4M 7,1 | 048 18 0,11 7,92 -7,42 17 0,000001
S5A 6,0 | 0,46 18 0,11 7,92 |-17,85| 17 0,000000
5P 4,8 | 1,01 18 0,24 7,92 |-13,21 17 0,000000
6D 11,5 | 0,72 18 0,17 7,92 21,24 17 0,000000
6M 9,8 | 2,78 18 0,65 7,92 2,93 17 0,009400
6G 8,3 | 031 18 0,07 7,92 4,78 17 0,000173
™ 4,6 | 0,25 18 0,06 7,92 |-56,21| 17 0,000000

Relativamente as outras condi¢cdes de armazenamento, na figura 52 veem-se as amostras

nas cuvetes para a determinacdo da absorvancia espectrofotométrica apds 4 meses da
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producdo do azeite. A simples observacdo visual das amostras permite constatar que as

amostras na condi¢do FILN j4 ndo apresentam coloragdo esverdeada.

FIGURA 52. Evolug¢do da clorofila apds 4 meses da producdo do azeite, nas 4 condi¢des de
armazenamento (foto Z Morais, 2013).

Para o estudo da clorofila nas condi¢des FELA, FILA e FILN, adoptou-se comparar os
resultados temporais de cada amostra com o seu valor médio a 4°C no escuro. A tabela
15 mostra os valores de probabilidade de coincidéncia de médias desta comparagdo.
Para as condi¢des FELA e FILA, os valores apresentados correspondem aos 12 meses
de armazenamento em estudo. No caso da condi¢do FILN os teores de clorofila ficaram

abaixo do limite de quantificacdo a partir do 4° més e por isso ndo estdo apresentados.

Em relacdo a condi¢do FELA, seis amostras em dez ndo apresentaram alteracdo no teor
médio de clorofila durante todo o armazenamento. De entre as quatro amostras com
resultados discordantes da média, trés (6D, 6G, 7M) apresentaram apenas 1 valor
discordante, de entre os 6 medidos e uma (4M) apresentou 2 valores discordantes. No
total, realizaram-se 78 medicdes em que apenas 5 estiveram fora do esperado, ou seja
cerca de 93% dos resultados apresentaram conformidade. A partir destes resultados
considerou-se que a condi¢cdo FELA nao alterou os valores médios de clorofila ao longo

de 12 meses de armazenamento.

Tendo em conta a condicdo FILA, a tabela 15 indica que apenas quatro amostras (1M,
2C, 6D, 6G) ndo apresentaram variagdes ao longo dos 12 meses. Trés amostras (3P, 5P,
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6M) tiveram 1 valor médio diferente da média geral intra-amostra. Uma amostra (5A)
mostrou 2 resultados diferentes e em duas amostras (4M, 7M) houve 4 medidas
estatisticamente diferentes dentre as 6 realizadas. Devido a mais de 50% das amostras
terem apresentado variacdo ao longo do estudo, concluiu-se que a condicdo FILA

favorece a alteracao no teor de clorofila durante o armazenamento.

De referir que a amostra 4M foi a que apresentou a maior variagdo nos resultados de
clorofila em todas as medi¢des efectuadas (8 em 18) sendo 2 a 4°C no escuro, 2 em
FELA e 4 em FILA. Este facto, contudo, ndo deve ser atribuido directamente a
variedade Galega, a principal variedade da mistura, uma vez que na amostra 6G

monovarietal praticamente ndo houve variacao (apenas 1 em FELA).

E ainda de mencionar que os resultados estatisticos foram concordantes com os célculos
pontuais, os quais realizaram-se da seguinte maneira: para cada amostra, efectuou-se o
quociente percentual entre o teor de clorofila a 12 meses, numa dada condi¢cdo de
armazenamento, € o teor de clorofila inicial, na condicdo a 4°C; a seguir, calculou-se o
quociente percentual médio, tendo em conta todas as amostras. O resultado foi que o
teor de clorofila médio, apds 12 meses de armazenamento, correspondeu a 98% e a 94%
do valor inicial a 4°C, nas condi¢des FELA e FILA, respectivamente. Portanto, para um
valor minimo de 95% de concordancia, verificou-se que a condi¢do FELA nao alterou o

teor em clorofila inicial mas a condi¢do FILA sim, tal como nos resultados estatisticos.

Por ultimo, a condi¢do FILN evidenciou o forte efeito da luz natural na decomposi¢cdo
da clorofila, uma vez que s6 foi possivel efectuar medidas até 2 meses de
armazenamento e a partir daf os resultados deram valores nulos.

TABELA 15. Valores de probabilidade, p, de coincidéncia de médias intra-amostra das condicdes FELA,
FILA e FILN (n = 3) comparativamente a média da condi¢do 4°C no escuro (n = 18).

Amostra

Condigéo de
armazenamento

FELA 2 meses | 0,9 0,1 | 0,2 0,01 0,2} 0,1 | 0,1 | 0,7 | 0,3 |0,01
FELA 4 meses | 0,8 1,0 | 0,5 ] 0,1 | 0,7 ] 0,1 | 0,5 0,7 {0,02] 0,2
FELA 6 meses | 0,9 09 | 05| 0,1]02]0,1}09]05]0,3]0,5
FELA 8 meses | 1,0 0,7 | 0,7 | 0,1 | 0,3 | 0,1 | 0,3 | 0,8 | 0,2 | 0,5
FELA 10 meses | 1,0 0,6 | 0,5 | 0,1 | 0,2 | 0,1 | 0,1 | 0,8 | 0,2 | 0,2
FELA 12 meses | 0,6 | 0,4 | 0,2 |0,01} 0,1 | 0,1 0,04} 0,8 | 0,3 | 0,1
FILA 2 meses |09 0,1 | 0,3 0,00) 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,7 | 0,1 |0,02
FILA 4 meses | 1,0 0,2 |0,00| 0,2 | 0,04 0,00 0,3 |0,04| 0,8 | 0,02

IM| 2C | 3P |[4M | SA | 5P | 6D | 6M | 6G | TM
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FILA 6 meses | 1,0] 0,9 | 0,3 10,00) 0,1 | 0,1 | 0,6 | 0,9 | 0,9 | 0,1
FILA 8 meses |09] 0,4 | 0,5 0,01 0,1 )0,1)05]09]|03]0,5
FILA 10 meses | 0,8 0,5 | 0,5 | 0,01 0,2 | 0,2 0,9 | 09 | 0,1 | 0,1
FILA 12 meses | 0,1 0,7 | 0,1 | 0,1 {0,00{ 0,1 | 0,2} 0,2 | 0,3 | 0,02
FILN 2 meses | 0,2 | 0,00] 0,04 ] 0,00 | 0,00 0,03 0,02 |0,31|0,01|0,01

Viérios autores tém estudado a degradacdo da clorofila durante 0 armazenamento, sendo
consensual o efeito da luz na aceleracdo da sua degradacdo (Giuliani et al, 2011).
Relativamente ao tempo de manutencdo do teor inicial de clorofila, é também consenso
que o tempo € dependente das condi¢des utilizadas no armazenamento. Embora alguns
autores tenham proposto um decaimento com cinética de primeira ordem para as
variedades Picual e Hojiblanca (Gutiérrez & Ferndndez, 2002), outros autores
consideram que a taxa de degradacdo das clorofilas depende de varios factores,
inclusivamente do tipo e do nivel de actividade das enzimas envolvidas no catabolismo

da clorofila de cada variedade (Giuliani et al, 2011).

3.2.4. EVOLUCAO DO INDICE DE IODO

O indice de iodo € geralmente usado para caracterizar um azeite aquando da sua
producdo mas ndo para indicar alteracdes resultantes das condi¢des de armazenamento.
Este critério deve-se ao facto de, em condi¢des de oxidacdo, as insaturacdes C=C
converterem-se de cis em ftrans de modo que, no cOmputo total, o ndmero de
insaturacdes ndo varia muito. De um modo geral, verifica-se um decréscimo do indice
de iodo com o passar do tempo em todos os 6leos (Muik, Lendl, Molina-Diaz & Ayora-
Cafiada, 2005). No caso de se acelerar a oxidagdo, por exemplo com aquecimento a
160°C, alguns autores observaram uma subida do indice de iodo, devido a formagdo de
dienos conjugados (Muik et al, 2005) enquanto outros nao referem aumentos relevantes

com a temperatura (Naz, Sheikh, Siddiqi & Asad Sayeed, 2004).

No presente trabalho determinaram-se os indices de iodo, das amostras monovarietais
de Arbequina, SA, e Galega, 6G, apds 6 meses de armazenamento, e das monovarietais
Cobrancosa, 2C, e Picual, 3P e 5P, apds 10 meses de armazenamento, nas condi¢des de
armazenamento FELA, FILA e FILN. Os resultados das condi¢des FILA e FILN foram
comparados percentualmente aos de FELA.

Como se apresenta na tabela 16, para as variedades Arbequina e Galega, o
armazenamento até 6 meses, nas condi¢des FILA e FILN, ndo indicou alteragdo do
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indice de iodo, relativamente a condicio FELA. De referir que estas amostras
apresentaram diferencas no estado fisico a 4°C, sendo a Arbequina liquida e a Galega
sOlida, o que pode estar relacionados com os seus indice de iodo, de 84 e 81,
respectivamente.

No caso das variedades Cobrangosa e Picual, o armazenamento apés 10 meses indicou
variagdes 98% e 93% para a Cobrangosa nas condi¢des FILA e FILN enquanto para a
Picual o decréscimo foi de 93% em ambas as condi¢Oes, ou seja, também para a
manutenc¢do das insaturagdes C=C originais, a condi¢do FILN ¢ a menos indicada.
Considerou-se que os resultados deste trabalho foram concordantes com a literatura, no
sentido em que as condi¢des mais oxidantes favoreceram um decréscimo no indice de
iodo mas tratou-se de um decréscimo de pequena magnitude.

TABELA 16. Indice de iodo das amostras 5A e 6G, apds 6 meses de armazenamento, e das amostras 2C e
3P e 5P, ap6s 10 meses de armazenamento, nas condi¢cdes FELA, FILA e FILN

Apés 6 meses Apés 10 meses

Amostras FELA | FILA | FILN Amostras FELA FILA FILN
N 84 82 83 2C1 77 79 75
5A2 85 82 84 2C2 79 78 73
5A3 85 84 80 2C3 85 78 76
5A Média H & 82 2C Média 80 78 75
SA (%) 100 | 98 | 98 2C (%) 100 | 98 93
6G1 80 81 80 Pl o1 74 =
6G2 82 80 7 3P2 77 76 72
6G3 81 80 81 3P3 100 73 73
6G Média 81 81 80 3P Média 79 74 72
6G (%) 100 100 99 3P (%) 100 94 92
5P1 77 69 71
5P2 76 72 69
5P3 77 72 72
5P Média 76 71 71
5P (%) 100 93 93

3.2.5. EVOLUCAO DOS TOCOFEROIS TOTAIS

No presente trabalho utilizou-se 0 método de Wong (1988) mas sem a remocao prévia
dos carotenos, pelo que, os resultados nao fornecem os valores absolutos dos tocoferdis.
Assim, a interpretacdo dos resultados fez-se apenas por comparacdo de uma mesma

amostra em vdrias circunstancias. Os valores da tabela 17 reportam a evolugdo
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percentual dos tocoferdis de cada amostra analisada, apés 10 meses de armazenamento

nas condi¢cdes FELA e FILN, relativamente a condi¢ao de 4°C.

Como se pode ver, a condi¢do FELA alterou o teor de tocofer6is em menos de 10%,
para todas as variedades. Por outro lado, na condi¢cdo FILN registaram-se variagoes
significativas, com valores entre 11% e 38% abaixo dos registados a 4°C. O decréscimo

dos tocoferdis na condi¢dao FILN seguiu a ordem 5A> 3P ~ 5P > 6G > 2C.

TABELA 17. Comparacio dos tocoferdis das variedades Cobrancosa, Arbequina, Picual e Galega , apds
10 meses de armazenamento nas condi¢des 4°C, FELA e FILN

Amostra | 4°C (mg/L) | FELA (mg/L) | FILN (mg/L)
2C1 0,7 0,6 0,6
2C2 0,6 0,5 0,6
2C3 0,6 0,6 0,5

2C Média 0,6 0,6 0,6

2C (%) 100 90 89
3P1 0,4 0,4 0,2
3pP2 0,7 0,7 0,6
3P3 0,4 0,3 0,2

3P Média 0,5 0,5 0,3

3P (%) 100 91 65
5A1 0,2 0,2 0,2
5A2 0,2 0,2 0,1
5A3 0,3 0,3 0,2

5A Média 0,2 0,2 0,2

5A (%) 100 96 62
5P1 0,4 0,4 0,2
5P2 0,4 0,4 0,3
5P3 0,5 0,5 0,3

5P Média 0,4 0,4 0,3

5P (%) 100 94 67
6Gl1 0,5 0,5 0,4
6G2 0.4 0,5 0,3
6G3 0,5 0,5 0,3

6G Média 0,5 0,5 0,3

6G (%) 100 105 70
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3.2.6. EVOLUCAO DO INDICE DE ACIDEZ

O indice de acidez reflecte, principalmente, as condi¢des iniciais do processo de
producdo do azeite, nomeadamente o estado de sanidade da azeitona aquando da
colheita e processamento, e as temperaturas de extrac¢do do azeite (APA-PE, 2012), de

modo que a condi¢do de armazenamento pode ter uma importancia menos relevante.

A figura 53 mostra que mesmo apds 12 meses de armazenamento todas as amostras
mantiveram-se na categoria virgem extra, ou seja, indice de acidez < 0,8g/100g de 4acido
oleico, seja na condi¢do a 4°C seja na condi¢do FILN, mais dréstica. De referir que o
maior indice de acidez foi apresentado pela amostra 7M. Os valores globais do indice de

acidez estdo apresentados no anexo C.

Indice de Acidez apos 12 meses de armazenamento
0,8

0,6

0.4 — m4C

FILN
0,2 ] 1 —I
IM 2C 3 5

P 4M S5A P 6D 6G o6M 7™M

FIGURA 53. Indice de acidez (g/100g 4cido oleico) das amostras em estudo ap6s 12 meses de
armazenamento, nas condi¢oes a 4°C e FILN.
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3.3. RESUMO DOS RESULTADOS
TABELA18. Resumo dos resultados

Parafnetro Resultado
analisado
Em média, os tempos estimados para atingir o valor mdximo de IP nas condi¢des 4°C,
INDICE DE FELA, FILA e FILN foram de 16, 12, 8 e 9 meses, respectivamente.
PEROXIDOS
Dos 10 azeites estudados, na condi¢do FELA, a amostra 1M apresentou a maior
estimativa de conformidade (15,2 meses) e a amostra 5SA a menor (10,8 meses).
INDICE DE Nao se observaram alteragdes significativas no indice de anisidina, ao longo de 12 meses
ANISIDINA .
de armazenamento, nas 4 condi¢des estudadas, para todas as amostras.
TOTOX Uma vez que ndo houye alteragdo no indi'ce de anisiding, para os fins deste estudo,
considerou-se inapropriado apresentar a oxidacao dos azeites em relagcdo ao parametro
TOTOX e portanto manteve-se apenas o indice de peréxidos como indicador.
Nas condi¢des 4°C no escuro e FELA, ndo se observaram alteragdes significativas no teor
de clorofila, ao longo de 12 meses de armazenamento.
A condi¢do FILA favorece o decréscimo dos teores de clorofila, havendo azeites mais
sensiveis que outros. A amostra 4M foi particularmente sensivel.
CLOROFILA
O teor de clorofila médio, apds 12 meses de armazenamento, correspondeu a 98% e a

94% do valor inicial a 4°C, nas condi¢des FELA e FILA, respectivamente.

Na condi¢do FILN, as amostras apresentaram valores de clorofila significativamente
inferiores ao inicial j4 no 2° més de armazenamento: em média, apenas 58% do teor
inicial.

INDICE DE Observou-se uma tendéncia de decréscimo em todos os azeites estudados.
Iopo Os decréscimos foram mais acentuados na condi¢cao FILN. O caso extremo foi de 93% do
inicial, ap6s 10 meses de armazenamento, amostra 3P.
Observou-se uma tendéncia de decréscimo em relacao a condi¢do a 4°C, sobretudo na
condicdo FILN, em que o azeite mais sensivel foi o da variedade Arbequina (62%),

TOCOFEROIS
seguida da Picual (66%), Galega /70%) e Cobrangosa (89%), respectivamente.
IIVA])JFI)EE];E Todas as amostras mantiveram o indice de acidez inferior a 0,8 durante os 12 meses deste
estudo, tanto na condigdo a 4°C como na condi¢do FILN.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em conta as condicdoes de armazenamento adoptadas, os parametros que
apresentaram as maiores variagdes ao longo de 12 meses foram o indice de perdxidos e
o teor de clorofila. Relativamente aos outros parametros estudados, verificou-se que o
indice de anisidina ndo é adequado para monitorizar a oxidacdo secunddria em
condi¢cdes de temperatura ambiente; as grandes varia¢des descritas na literatura ocorrem
em temperaturas elevadas, como € o caso da fritura, por exemplo. Do mesmo modo, o
indice de acidez revelou-se inadequado para avaliar a qualidade do armazenamento do

produto, uma vez que manteve-se constante em condi¢des muito diferentes.

N3ao se encontrou uma relacdo de proporcionalidade entre a oxidagcdo do azeite, com
formacdo de perdxidos, e o desaparecimento dos seus antioxidantes lipofilicos naturais,
tocoferdis e clorofila. A evolucdo dos perdxidos apresentou uma taxa de crescimento
superior a do decréscimo dos tocoferdis; a sua determinagdo, pelo método utilizado no
presente trabalho, nio contribuiu para esclarecer a prevaléncia dos valores de per6xidos
da amostra Picual relativamente a Arbequina, por exemplo, apesar da Picual possuir
valores de tocofer6is mais elevados. Também a influéncia da clorofila ndo foi
clarificada pois, nas condigdes FELA e FILN, os peréxidos a 10 meses de
armazenamento sdo muito semelhantes apesar de, em FELA, a clorofila estar quase
intacta e, em FILN, j4 ter sido toda destruida.

A partir do indice de perdxidos nas condicdes estudadas, sugere-se que o consumidor
seja informado sobre a importancia do tipo de armazenamento na qualidade do azeite
virgem extra. Produtos destinados a exportacdo para regides longinquas e quentes
deveriam ser transportados em contentores refrigerados e comercializados em
embalagens de menor volume que as utilizadas dos paises produtores, por forma a evitar

o consumo de um azeite em condicdes de inconformidade.
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ANEXO A

MINUTA DO PROTOCOLO DE COLABORACAO COM OS FORNECEDORES DAS AMOSTRAS

Protocolo de Colaboracao
Entre a Egas Moniz Cooperativa de Ensino Superior C.R.L., CESEM, e a Empresa

relativo a monitorizacdo de parametros do azeite, desde a sua produgdo e

ao longo do seu armazenamento, com vista a caracterizacio da sua qualidade.

)

A CESEM, fundada em 1987, localizada no municipio de Almada, tem um perfil de
dedicacdo exclusiva a drea das ciéncias da saude, apresentando actualmente

licenciaturas, mestrados e pds-graduacdes (www.egasmoniz.edu.pt).

uy
A Empresa , fundada em __, propriedade de , localizada em
¢é produtora de azeite (monovarietal da espécie /mistura das espécies ).
(11D)

A CESEM pretende monitorizar alguns dos pardmetros indicadores da qualidade do
azeite, como por exemplo o indice de perdxidos, o teor de aldeidos e o de clorofila, por
um periodo minimo de 12 meses a partir da sua producdo, em varias condi¢des de

armazenamento.

Prevé-se que o referido trabalho terd aplicacdo académica e comercial. A aplicagcdo
académica traduzir-se-4 numa dissertacdo de mestrado da licenciada Liliana Serrano,
sob a orientacdo da Doutora Zilda Morais, e, provavelmente, numa publicacio em
revista cientifica. A aplicacdo comercial serd definida pela empresa , podendo

ser, por exemplo, a incorporagdo dos resultados no rétulo do seu produto.

z

Assim, € estipulado e reciprocamente aceite o presente protocolo que se rege pelas

seguintes clausulas.


http://www.egasmoniz.edu.pt/

Clausula 17

Tendo em vista o objectivo declarado em (III), a CESEM e a empresa
comprometem-se a realizar as acgdes necessdrias a viabilizagdo da investigacdo

respectiva.

Clausula 2*

A Empresa compromete-se a:

1. Informar atempadamente a mestranda Liliana Serrano sobre a data de inicio do
processamento das azeitonas;

2. Disponibilizar o acesso as suas instalacdes para a recolha de amostras;

3. Fornecer gratuitamente as amostras de azeite nas quantidades necessarias para os

€nsaios;

Clausula 3*
O armazenamento e as andlises ao azeite decorrerdao nas instalagdes do Centro de
Investigacdo Interdisciplinar Egas Moniz, CiiEM, no Monte da Caparica. A CESEM

suportard os custos da investigacao.

Clausula 4*

Concluido o projecto, a CESEM dara conhecimento dos resultados obtidos a empresa

, assim como dos métodos analiticos utilizados.

Clausula 5*

Os direitos de autor da investigacdo sdao propriedade da CESEM e dos investigadores

envolvidos.



Clausula 6*

No caso da empresa pretender utilizar os resultados da investigagdo, s
podera fazé-lo se arcar com os custos referentes a sua obtencao, nomeadamente o custo

das andlises, as deslocagdes e o alojamento, se for caso disso.

Clausula 72

O presente protocolo € lavrado em duplicado e vai ser assinado pelos representantes

abaixo mencionados, ficando um exemplar na posse de cada um dos outorgantes.

Monte da Caparica, Outubro de 2012

O representante da Cooperativa Egas Moniz
Prof Doutor José Martins dos Santos

O representante da empresa
Nome




ANEXO B

RELATORIOS DE ENSAIO INSA - INDICE DE PEROXIDOS

g | ‘stitine Machsnal de Saiss Do Fizants Jomge, |7 wanwa_Nacional de Saide
FORFUERL St Ao frn
koY i Ay, Padre Cruz, 1695-0%6ishos P o r i u g a | S wewlmps ik Bineamirmude pt
[E— 350 T SINER  far 1 1T SO0
Departame nio A Imentagio e Muirgdo ’
Unkate Relednc
Labceatting Ouimica e Hnsa. min- sauce. pt B IE T ME L3617 G088

Relatdrio de Ensaio - Andlise Quimica

W Requisigao: 185643
W Amostra: 200686
Data de enirada: S0
Inicio dos ensaios:  2510/2013
Fim dos ensgios: 25102013

: Egas Moriz - Coop. de Ensing Superior, CRL
Morada: Campus Universitirio, Qi da Grarja
Codigo Postal: 2520511 CAPARICA

Amostra

igao: Azie - Amosira A
Mativo do Pedido: A determinagéo sbakxo indicada.
Acondicionamento: Em fubo de pléstico de 50 ml, echado com tampa de plésico proiegida com pepel parsfim. 0 hubo & 2 tampa estaram idenfifcados,
Espectivameme, com as inscriphes manuscritas: "A” e "Comedor; SA17.
Observagies: A amosra foientregus pelo Requisian.
0 confizeidn total da amostra foi bomogene zado, corstiningo- s 8 amestnz analiics a que comesponds o e suitade cxzrado nesie Relztino.

Resultados

Farametro Método Valor  Unidade
indica d pardxido em gordurase dlaos comastivals NP EN 150 3960:2004 19 MEQOZKY

Inerpretagio dos resultados

Observagbes

N 104MEQEEKG: Xi- 192MEQOENG 3= 165 MEQOENG

Desin pars = 05 MEQCBKY

0 psente Setaiénia e Enealo anus ¢ substtusy 0 s roments emitdo em 05142012, et 2 N Fequsiar 155547 W AmasTa: 220685,

Data de saida: 081 V2013 _
I{o«in.m Corlef,

Mariana Ramos Santos
Responsavel Tcnico

p | istitine Masisnal de Suiss Do Razano Jorge, |7 v Nacional de Sadde
oRiaRl St s
achsirion iy Ay, Padre Cruz, 169308 Lisboa P o 11 u g 8 | Ssemiamp  inalines minmudep
[— 0 DITHIBE G o BT 5 RO
Departame rio A Imentagdos Nutriglo ’
Unkdage Relncla
Laboestina Quimica daneinsa. min-saude. m BTG HNTEEME M L351207 B8 18

Relatdrio de Ensaio - Andlise Cuimica

W Requisigio: 185643
N A mostra: 200601
Data de enirada: S0
Inicio dos ensaies: 25102013
Fim dos ensaies: 2511002013

 Egas Mariz - Coop. de Ensinn Superior, CAL
Morada: Campus Universtar, Quinta da Grana
Codigo Postak: 2529-511 CAPARICA

Amoestra

Descrigao: Azie - Amosirz B

Motivo do Pedido: & determina;éo abaxo indicada.

Acondicionamento: Em tubo de pléstico de 50 ml, Echado com tampa de plésico peotegda por papel parafim. O uboe a tampa estavam idenfiicados,
EspEctivamens, com as inscighss manuscritas: " e "Coredor;, 52°.

Obeseavagies: A amosra foientregus pelo Requisiants.

0 corfesidn totel da emcestra foi homogene zad, constiuindo-se  amostra znalitics 8 que comesponde o Esutade exarado neste Aelstino.

Resultados
Parametro Método Valor  Unidads
incios da pa ko am porduras @ tleos comastivals NP EM IS0 3560:2004 2 ME]O2KG

Interpretagao dos msuitados

Observagies

Xt 220MEQORKg: X2-22,1 MEQOAKG X3 227 MEQAKg

D2 parEs= 0.4 MEORK]

0 psent Telstinio te Enslo snul & substtiy 0 aeroments emitido em 05112013, EREE 2 W Aequsipr 136543 8 N Amisita: 220801

Dat de saide: 081 V2013 _
I.fo«iu\m Conlet

Mariana Fames Santos
Responsay el Téanico




g " lnstifiiis Mestisnal dh Sedsa Noiied Ficinin Jorge, | P nsien_Macional de Sadide
aRtIERL Dot et s
e dafislin A, Padre Cruz, 159-00iklsbos P oo 1t u g o | "peesiomp i Bnes i
s e 2SN ATEINEE fan <2 BT 5 0
Departame o A Bmentagane NulnEo
Unidade Pele®ncla
Leiorstin uimia &N sa. min-saude. ot B A ATEIME 451 27 He 1R

Relatério de Ensaio - Andlise Quimica

W Requisigio: 185643
N2 Amostra: 290685
Deta de entrada: 5100013
Inicio dos enseics: 2511002013
Fim dosensgivs: 251002013

Requisitante: Egas Mz - Coap. de Ensing Superior, CRL
Morada: Campus Universtirio, Duints da Grara
Codigo Postal: 2523-511 CAPARICA

Amostra

Deserigdo: Azmis - Amostrz C

Mative do Pedido: A determinzgdo sbaieo indicada.

Acondicionamento: Em fubo de plésticn de 50 mlemialbiido em pape| de aluminio, fechado com tamps de plasico peviegda por paps| parsfim. O ubos &
‘tempaestavam idenificados. mepectivamene, com as inscrigles manuscrites: "C” & "FelA; 5A1%.

Dbsenagoes: A amosra foieniregus pela Requisiants.

{0 contedid total da amcestra foi homogene zado, constiuindo-2e 8 amosirs znalitica & que comesponde o Bsuitads exaredo nese Relatdno.
Resultados
Parametro Método Valor  Unidade

Incice 08 pa raxkio am QOMUrAS 8 0ig0s comastivals NP EM IS0 3050:2004 {7 MEqOZkg

Interpretagio dos msultados

Observagbes

Ai- 16,9MEQOHKE X2-17.0mEQOaNKg. X3~ 17,1 MEQO2Ky

Deso padiao - 0, ImEQ0 Ky

O pregenie Rislghin de Enssio anui & SUbETIL 0 BTREOMMENEE Bito em 05112013, mleEnie & N Aeqaisici: 1856438 N°Amosin: 200855,
Dats de saide: 08112013

ﬁo«iqm Lontef

Manana Famos Santns
Responzavel Tecnico

hisitiie Meciznl de Baide Doulsr Ricardo Jorge, | P nsteis Naclonal de Sadde
FORFGAL e i e
e Ax, Pacre Cruz, 1695-006kisbos P oo 1t ou g B 1| e ik Brenmirmodpl
[—— 20 NITSINEE fae S BT 526 00
Departame oA lmentagdoe Nuirigio
Unigage Reesncl
Leborshirio Quimica danginsa. min-saude.pt BLASTHTSIOME B 4351217 5013

Relatdrio de Ensaio - Andlise Quimica

W Requisigao: 185643 Requisitanie: Egas Moni - Coap. de Ersing Supenor, CRL
N Amostra: 200606 Merada: Campus Unwersitdnic, Quinta da Granja

Data de enirada: by [ ] Cidigo Postal: 2525-511 CAPARICA

Inicio dos ensaics: 351013

Fim dos ensaios:  25M002013

Descrigao: Ameis - Amostra D

Motive do Pedido: A determinagio shaxao indicada.

Acondicionamento: Em tubo de plstico de 50 ml, 2nvolrido em papel de aluminio, Echada com tampa de plésico peviegida por papel parefim. O tuboe &
t=mpaestavam idenificados, mepectivaments, com as inscrighes manuscritas: "0° = "FelA; 6E2°.

Dbsevacoes: A amosTe foieninagus pelo Requisiant.

0 pomtesdco total da amostra foi omogene rado, constinindo-se 8 amosira analitica & ques comssponde o =suitade sxarada nesie Relatdnn.

Resultados

Parimetro Metodo Valor  Unidade
Incica @ parcxkio em gomuras e Kieos comastivals NP EM IS0 2850:2004 11 MEq Ok

Inerpretagio dos resultados

Observagbes

i 11 5MEQOANY XBe 11 ZMEQOGKE X3 116 MEQIANG

Deqvin s - 0.3 mEQD2Kg

O presan: Reisiono de Ensaio anuls & SLbstiuiy o SV rmen M em 05142010, mimnts & N Requsigar 196047 & N Amosta: 290505,

Date de saide: 081 V2013 i
Noviano, Sontes

Maniana Ramos Santos
Responzavel Teonica




ANEXO0 C

RESULTADOS GERAIS
Resultados gerais do indice de anisidina
4C FELA FILA FILN

Amos | 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
tra meses || meseS || meSes | meses | meses meses || meses || meses | meses || meses || meses meses | meses || meses | meses || meEses || meses meses meses | meses | meses || meses | meses meses
IM 143 | 11,7 | 132 | 108 | 127 | 11,6 | 120 | 123 | 134 | 125 ] 128 | 99 | 11,7 | 137 | 121 | 125 | 150 | 125 | 129 | 12,7 | 106 | 165 | 150 | 4.1
2C 108 | 83 | 11,0 | 99 | 11,6 | 99 | 108 | 96 | 131 | 103 ] 70 67 | 103 | 100 ] 83 | 103 | 135 | 86 | 105 | 11,8 | 108 | 122 ] 135 | 5.1
3P 56 | 54 | 57 | 72 | 50 49 | 53 | 35 | 64 | 49 | 24 42 | 54 | 51 ] 38 | 60 | 64 79 | 56 | 80 | 54 | 57 | 64 3,6
4M 83 | 75 | 84 | 48 | 13 87 | 42 | 57 | 85 | 84 | 73 62 | 82 | 73 | 82 | 86 | 75 55 80 | 86 | 109 | 89 | 75 7.8
5A 35 | 43 | 28 | 40 | 41 35 | 46 | 34 | 32 | 26 | 26 47 | 28 | 1,9 | 23 | 32 | 3,1 5,7 14 | 33 | 39 | 31 | 31 1,4
5P 44 | 47 | 60 ] 40 | 50 58 | 45 | 40 | 63 | 47 | 66 50 | 57 | 46 | 56 | 48 | 28 76 | 32 | 64 | 55 | 49 | 28 42
6D 74 | 38 | 77 | 66 | 78 47 | 74 | 142 | 76 | 74 | 65 44 | 713 | 67 | 70 | 48 | 6.1 6.8 88 | 68 | 105 | 85 | 6.1 6.4
6M 60 | 63 | 94 | 52 | 56 47 | 52 | 43 | 48 | 41 | 45 26 | 55 | 48 | 81 | 48 | 50 49 | 52 | 1,1 | 73 | 78 | 50 4,2
6G 40 | 74 | 60 | 37 | 46 33 | 38 | 34 | 32 | 4.1 3,5 43 | 41 | 30 | 38 | 23 | 44 33 | 29 | 54 | 63 | 42 | 44 2,9
™ 65 | 28 | 76 | 60 | 90 50 | 72 | 55 ] 66 | 86 | 70 67 | 64 | 84 | 73 | 59 | 146 | 105 | 69 | 38 | 107 | 53 | 80 2,5




Resultados gerais de clorofila (mg/kg)

4°C FELA FILA FILN
Amostra || 2 meses | 4 meses | 6 meses || 8 meses | 10 meses || 12 meses | 2 meses || 4 meses || 6 meses | 8 meses | 10 meses | 12 meses | 2 meses | 4 meses | 6 meses | 8 meses | 10 meses || 12 meses | 2 meses

IM 12,43 12,33 12,85 12,95 11,36 15,49 12,44 13,45 12,69 12,87 13,01 14,20 12,45 12,86 12,72 12,56 12,22 11,51 8,51
2C 2,80 3,09 2,92 2,91 2,83 2,99 2,39 2,90 2,96 2,81 2,75 3,08 2,29 3,70 2,89 2,62 2,71 2,61 0,35
3P 11,12 11,10 11,27 11,69 10,94 11,80 10,64 11,08 11,08 11,15 11,02 9,40 10,70 10,53 10,91 11,07 11,02 10,73 7,30
4M 7,27 7,05 6,81 6,95 7,10 7,32 6,14 6,71 6,55 6,63 6,64 5,63 6,02 6,59 6,29 6,28 6,26 6,32 3,69
S5A 6,12 6,09 5,98 6,36 5,68 5,72 5,36 5,81 5,38 547 5,35 5,10 5,17 5,55 5,08 4,98 5,12 5,06 1,84
SP 4,75 5,31 5,07 3,45 4,98 5,11 4,56 5,03 4,96 4,87 491 4,97 4,48 5,12 4,81 4,83 4,90 4,68 3,16
6D 11,58 11,60 11,58 11,84 11,59 10,81 11,05 9,39 11,46 11,80 12,05 10,68 11,03 11,77 11,39 11,39 11,52 11,25 9,62
6M 9,31 9,60 9,73 10,70 9,91 9,77 9,02 10,51 7,69 10,20 10,23 11,25 9,04 5,84 9,51 9,45 9,61 9,42 7,69
6G 8,16 8,35 8,09 8,26 8,28 8,42 7,72 10,30 8,00 9,00 8,50 7,83 7,52 8,07 8,33 7,96 7,96 7,06 6,24
™ 4,25 4,82 4,48 4,88 4,66 4,58 3,98 4,48 6,31 4,48 4,40 3,94 3,83 4,01 4,34 5,82 4,26 4,36 1,77




Resultados gerais de indice de acidez (g/100g acido oleico)

Evolucdo do indice de acidez apds 12 meses de armazenamento das amostras na condi¢io 4°C e FILN

t=12 t = 12 meses

meses 4°C FILN

Amostra X+O X+O
1M 0,2+0,03 0,3+0,07
2C 0,1+0,03 0,2+0,03
3P 0,3 £0,005 0,4+0,07
4M 0,3+0,02 0,4+0,10
5A 0,1+0,04 0,2+0,01
5P 0,2+0,05 0,2+0,06
6D 0,3+0,04 0,3+0,06
6M 0,4+0,12 0,5+0,34
6G 0,5+0,05 0,5+0,12
™ 0,6+0,05 0,6+0,02

t=12meses | t = 12 meses
4°C FILN
Amostra Média dos duplicados
(g/100g 4cido oleico)
IM1 0,3 03
1M2 0,2 0.2
1M3 0,2 04
2C1 01 02
2C2 0.1 02
2C3 0,2 0.2
3P1 0,3 04
3P2 0.3 05
3P3 0,3 05
4M1 0,3 0.5
4M2 0,3 0.3
4M3 0,3 04
5A1 0,2 01
5A2 0,1 o1
5A3 0.1 02
5P1 0,1 01
5P2 0,1 0.2
5P3 0,2 0.2
6D1 0,3 0.3
6D2 0,2 0.2
6D3 0,3 04
6M1 0,3 0.3
6M2 0,4 02
6M3 0,5 0.9
6G1 0,4 04
6G2 05 0
6G3 0.5 0.7
™1 0.6 0.5
M2 0.5 0.6
M3 0.6 0.6




ANEXOD
ANALISE SENSORIAL DO AZEITE - REGULAMENTO CE-640/2008

O Azeite € o Unico produto com prova organoléptica obrigatdria. As suas caracteristicas
organolépticas sio definidas através de um painel de provadores especializados para o
efeito. Estas sdo sensacdes detectdveis pelos sentidos, fundamentalmente relacionadas
com o cheiro e sabor Uma vez que a cor de um Azeite ndo caracteriza da sua qualidade,
os provadores profissionais utilizam copos de vidro de cor azul, para ndo se deixarem
influenciar pela sua tonalidade. O azeite é aquecido a uma temperatura de,
aproximadamente, 28° C de modo a que os componentes volateis que conferem o cheiro
e 0 sabor ao azeite se libertem mais facilmente. Assim, pode-se encontrar nos azeites
dois tipos de sensagdes: positivas e negativas.

Atributos / Sensacoes Positivas
Entre os atributos que podem definir um Azeite, encontram-se os seguintes:

Frutado - conjunto das sensagdes olfactivas dependentes da variedade de azeitona por
via directa e/ou retronasal, caracteristicas dos azeites provenientes de frutos sdos e
frescos, verdes ou maduros. Ao tributo Frutado associa-se o qualitativo Verde quando
as sensagOes olfactivas lembram as de frutos verdes, caracteristicas do verde
proveniente de frutos verdes; e o qualitativo Maduro quando as sensagdes olfactivas
lembram as de frutos maduros, caracteristicas do azeite proveniente de frutos verdes e
maduros.

Amargo - gosto elementar caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas verdes ou em
fase precoce de maturacdo, sentido pelas papilas caliciformes que constituem o V
lingual. Pode ser mais ou menos agraddvel em funcio da sua intensidade.

Picante - sensacao tactil de picadas em toda a cavidade bucal, em especial na garganta,
caracteristicas dos azeites produzidos no inicio da campanha, principalmente a partir de
azeitonas ainda verdes.

Para além destes atributos podem ainda ser identificados outros aromas e sabores
tais como:

Améndoa - “flavour” que pode surgir com duas formas diferentes: uma tipica da
améndoa verde, a outra caracteristica da améndoa seca e sd que pode ser confundida
com um principio de rango.

Maca - “flavour” caracteristico do Azeite que lembra o da maca.

Doce - sabor agraddvel do Azeite sem ser propriamente acucarado, no qual ndo
predominam os atributos amargo, adstringente e picante.



Erva - “flavour” caracteristico de certos Azeites, que lembra o da erva recentemente
ceifada.

Folha verde - “flavour” caracteristico do Azeite obtido a partir de azeitonas
demasiado verdes ou que foram moidas juntamente com folhas e troncos.

Apagado ou extinto - “flavour” do Azeite cujas caracteristicas organolépticas sdo
muito ténues, devido a perda dos seus constituintes arométicos.

Defeitos / Sensacoes Negativas

Os defeitos organolépticos que ocorrem nos Azeites, caso ndo sejam seguidas todas as
boas préticas de fabrico sdo, entre outros:

Tulha/Borra - “flavour” caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas amontoadas ou
armazenadas em condicdes que as colocam num estado avancado de fermentacdo
anaerdbia ou dos azeites que permaneceram em contacto, nos depdsitos e reservatorios,
com matérias decantadas que tenham também sofrido um processo de fermentacdao
anaerdbia.

Mofo/hiimido - “flavour” caracteristico dos azeites obtido de azeitonas atacadas por
bolores e leveduras devido a armazenagem dos frutos durante varios dias em condicdes
humidas.

Avinhado-avinagrado - “flavour” caracteristico de certos azeites que lembra o vinho
ou o vinagre. Deve-se, fundamentalmente, a um processo fermentativo aerébio das
azeitonas ou de restos de pasta de azeitonas em capachos que ndo foram lavados
correctamente, que leva a formacao de 4dcido acético, acetato de etilo e etanol.

Metalico - "flavour" que lembra os metais e € caracteristico dos azeites que
permaneceram prolongadamente em contacto com superficies metdlicas durante os
processos de trituracdo, maxalagem prensagem e armazenagem.

Ranco - “flavour” dos azeites que sofreram um processo de oxidagao intenso.

Terra - "flavour" dos azeites obtidos de azeitonas colhidas com terra ou lamacentas e
nao lavada.



