=
2ipb
—
S =
INSTITUTO POLITECNICO Escola Superior Agraria
DE BRAGANCA

Diversidade de oliveiras do Vale do Cbéa: estabelecimento de
grupos homogéneos para selecao recorrendo a diferentes

ferramentas

Nuno Manuel Pires Ferreiro

Dissertacao apresentada a Escola Superior Agraria de Braganca,
para obtencéo do Grau de Mestre em Qualidade e Seguranga

Alimentar

Orientado por
Doutor Nuno Miguel de Sousa Rodrigues

Professora Doutora Paula Cristina Santos Baptista

Braganca

2021



Este trabalho contou com o apoio financeiro do projeto “COA/BRB/0035/2019”
OLIVECOA - Oliveiras centenarias do Vale do C6a: redescobrir o passado para valorizar

o futuro financiado pela Fundacgéo para a Ciéncia e Tecnologia (FCT, Portugal)

Cofinanciado por:

Fundagio _ &
FCT =l com PETE e
- | 2020 * s o Fundo Europeu

B e —— de Desenvolvimento Regional



A0S meus pais

A0S meus avos



Agradecimentos

O presente trabalho teve o contributo de diversas pessoas as quais deixo 0 sincero

agradecimento pelo suporte e apoio para a sua realizagdo e conclusao.

Ao Doutor Nuno Miguel de Sousa Rodrigues pelo incansavel apoio prestado no decorrer
do trabalho de campo e escrita deste trabalho, pelo constante incentivo, e conselhos

prestados.

A Professora Doutora Paula Cristina Santos Baptista por todo o apoio prestado, pela ajuda

e sugestdes de melhoria para a realizacéo deste trabalho.

Ao Professor Doutor José Alberto Pereira pelos bons ensinamentos transmitidos, pela

disponibilidade e por todo o apoio prestado na realizacdo deste trabalho.

Ao Professor Doutor Antonio Peres por todo o apoio prestado no tratamento de dados no

programa R.

Aos meus colegas de laboratorio, Ana Rodrigues, Kevin Silva, Patrick Ferreira e Sandra
Lamas por toda a ajuda prestada na colheita das amostras, na realizagdo dos trabalhos
experimentais e acima de tudo pela boa disposicdo que permitiram a realizacdo deste
trabalho.

Aos meus amigos Ana Santos, Andreia Silva, Kevin Silva, Sandra Lamas por toda a
resiliéncia, apoio, companheirismo e ajuda que prestaram ao longo da realizacdo deste
trabalho.

A minha familia por todo o suporte, por todo o esforco realizado, pelo incentivo e pelo

constante apoio que permitiu a conclusdo deste trabalho.



Indice

Lo INEFOAUGED. ...ttt 10
2. Aoliveira e a compoSIiGA0 A0S SEUS BZEITES........ccverververiiriiniirieeieeee s 15
2.1 COMPOSIGAD ...tttk b bbbt b bt nb et be b b 15
2.1.1  Fragdo SapONIfICAVEL .........ccoiieiiiiic it 15
2.1.2  Fragdo insaponifiCAVEl ..........ccociiieiiii e 17
2.2 SENSOMIAL ...t 19
R T O 1V T 1 1 To F= Lo [T SRS R PR SURRRURROPRRUPI 19
2.4 FTIR (Fourier Transform Infrared SPetroSCOPY) .....coovevveieieeieiiie i cie e 21
3 Material € METOUOS .......cuvivieeieiisiet ettt 24
3.1 Identificacdo dos exemplares CENtENAIIOS ..........cccvevveieereiiieieece e 24
3.2 AMOSITAGEIM ..ottt 24
313 EXITAGAD ...ttt 25
3.4 ANALISE SENSOTIAL ..ot 25
3.5  CaracterizaGdo MOrfOlOgICa........cevveriieriiiiiieiees s 26
3.6 ANALISE FTIR ..ot 27
3.7 ANALISE ESTALISICA ....eueeeeeeieiicie e 28
4 ReSUIAd0S € TISCUSSAD .......ccueeueerieeiiesie ettt sb bbb 30
4.1 ANALISE SENSOTIAL ......cviiiiiiieiitieee e 30
4.2 CaracterizaGo MOrfOlOQICa........cueviiiiiieiecie et 39
4.3  Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR).....ccccoovveveiieviciciiece e, 48
5 CONCIUSAD ...ttt s 54
6 BIDIOGrafia.......cooiiiiice e 55



Indice de figuras

Figura 1 - Distribuicdo mundial da éarea olivicola no ano 2019. Adaptado de:
https://www.mapitstudio.com/product/wooden-world-map-oak-oiled/ ......................... 10
Figura 2 - Localizacdo das parcelas selecionadas (simbolo amarelo) para estudo de
oliveiras centenarias na regido do Vale do Cbéa. Mapa obtido a 16 de janeiro de 2021 de
https://earth.go0ogle.COM/IWED/ .........c.ooiiiieiiee e 24
Figura 3 - Amostragem do fruto (A - Colheita da azeitona; B - Armazenamento da
Y42 (0] 0= ) SRS 25
Figura 4 - Extracdo de azeite em Abencor (A - Moenda; B - Termobatedura; C -
Centrifugacéo; D - Decantagao; E - FIltraGao). .......ccccovereiirininiiieeeee e 25
Figura 5 -FTIR (Espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier) (A —
Introducdo da amostra no cristal; B — FTIR; C — FTIR e eSpetros). .....c.ccccocvevvevverueenne. 27
Figura 6 - Dendrogramas obtidos a partir das sensacoes olfativas e gustativas avaliadas
nos azeites obtidos de oliveiras centenarias da regido do Vale do Coa...........ccccecurueneen. 31
Figura 7 - Dendrograma com identificacdo de grupos de acordo com o perfil sensorial de
azeites obtidos a partir de oliveiras centendrias da regido do Vale do Coa.................... 32
Figura 8 - Boxplots do perfil sensorial (Sensacdes olfativas) encontrados em azeites
extraidos de azeitonas de oliveiras centendrias da regido do Vale do Coba. Letras
minusculas diferentes significam diferencas estatisticas significativas a um nivel de

significancia de 5% (ANOVA unilateral seguida pelo teste multicomparacao de Tukey).

Figura 9 - Boxplots do perfil sensorial (amargo, picante e doce) encontrados em azeites
extraidos de azeitonas de oliveiras centendrias da regido do Vale do Cba. Letras
minusculas diferentes significam diferencas estatisticas significativas a um nivel de

significancia de 5% (ANOVA unilateral seguida pelo teste multicomparacdo de Tukey).

Figura 10 - Boxplots do perfil sensorial (SensagOes gustativas) encontrados em azeites
extraidos de azeitonas de oliveiras centenarias da regido do Vale do Coba. Letras
minusculas diferentes significam diferencas estatisticas significativas a um nivel de signi
ficancia de 5% (ANOVA uniltateral seguida pelo multicomparagao de Tukey). .......... 38
Figura 11 - Dendrogramas obtido dos parametros morfologicos de frutos e endocarpos

de oliveiras centenarias da regido do Vale do Coa. ...........ccceevveveiieiiececcc e 40


file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623211
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623211
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623212
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623212
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623213
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623213
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623218
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623218
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623218
file:///C:/Users/Nuno/Desktop/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc87623218

Figura 12 - Dendrograma com identificacdo de grupos de acordo com 0s parametros

morfolégicos de frutos e endocarpos de oliveiras centenérias da regido do Vale do Coa.

Figura 13 - Dendrogramas obtidos dos sinais obtidos por FTIR em azeites obtidos de
oliveiras centenarias da regido do Vale do COa...........ccccvevevieieiiie i 49

Figura 14 - Dendrograma com identificacdo de grupos de acordo com os sinais por FTIR

em azeites obtidos de oliveiras centenérias da regido do Vale do Coa. ............cccveueneee. 50
Figura 15 - Numero de amostras reunidas através da sobreposicdo dos
AENANOGIAMAS. . ...t ettt e e e 52

Indice de tabelas

Tabela 1 - Limites estabelecidos para a composi¢cdo de um azeite em acidos gordos... 16

Tabela 2 - Limites estabelecidos para a composicao esterdlica de um azeite virgem extra.

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdo dos parametros morfoldgicos avaliados nos
frutos doS dIfErentes GrUPOS. ......ccveiuiiieieeie et sre e 44
Tabela 4 - Valores médios e desvio padrao dos parametros morfolégicos avaliados nos

endocarpos dos dIfEreNteS GrUPOS. .......cveiveriiriiriiriieieie ettt 47

Vi


file:///C:/Ambiente%20de%20trabalho/ANO%202%20-%20SEMESTRE%202/DISSERTAÇÃO/TESE/Dissertação%20Nuno%20Ferreiro.docx%23_Toc89247781

Resumo

A oliveira é uma das principais culturas da bacia do mediterrénico, encontrando-
se difundida por outras regiées do mundo, mas em menor dimensdo. Em Portugal, esta
cultura tem um grande impacto socioeconémico, sobretudo nas regides do interior. O
Vale do Cda, € conhecido mundialmente pelo seu patrimdnio de arte rupestre. Este Vale
é rico também em patriménio genético vegetal do qual a oliveira faz parte. A paisagem
desta regido é caracterizada pela presenca de olivais de sequeiro nos quais existe um
numero consideravel de exemplares centenarios que nao se encontram caraterizados e sao
potencial fonte de azeites com qualidade diferenciada. No entanto, e na impossibilidade
de se proceder a caraterizacdo de todos os exemplares, € importante estabelecer
ferramentas que permitam criar grupos homogeneos e assim diminuir o nimero de plantas
a estudar. Nesse sentido, o presente trabalho teve como principal objetivo estabelecer
grupos homogéneos com niveis de similaridade elevados, tendo por base diferentes
analises (morfoldgica dos frutos e endocarpos, perfil sensorial dos azeites e espectros de
FTIR), por forma a reduzir o nimero de exemplares a estudar sem haver perda de
informacdo. Assim, partiu-se de uma amostra inicial de 96 exemplares de oliveiras
centenarias, onde se colheram frutos, que foram caraterizados morfologicamente, e se
extrairam azeites, caraterizados sensorialmente, e onde se procedeu a andlise por FTIR
(Espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier). Na analise dos resultados
recorreu-se a sua representacdo iconica em dendrogramas, criando diferentes grupos de
plantas de acordo com a analise realizada. Nas diferentes avaliacdes foi possivel criar
cinco grupos de acordo com a similaridade dos resultados. Contudo, e apesar dos
dendrogramas nao apresentarem o mesmo nimero de amostras dentro de cada grupo nos
diferentes parametros avaliados, foi possivel estabelecer plantas comuns que coincidiram
nos diferentes grupos. Quando sobrepostos, o dendrograma da andlise sensorial e FTIR,
foi possivel constatar que 17 amostras se encontram no mesmo grupo o que permitiu a
constituicdo de grupos homogéneos. Apesar da grande variabilidade existente foi possivel
0 estabelecimento de grupos homogéneos, contudo sempre que possivel, esta informacéao

deveréa ser complementada com outra como por exemplo o perfil genético da planta.

Palavras-chave: Oliveiras centenarias, Vale do Coa, azeite, valorizacdo, carateristicas

morfologicas e sensoriais.
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Abstract

The olive tree is one of the main crops in the Mediterranean basin, being
widespread in other regions of the world, but smaller. In Portugal, this culture has a great
socio-economic impact, especially in the interior regions. The Coa Valley is known
worldwide for its rock art heritage. This valley is also rich in plant genetic heritage, of
which the olive tree is a part. The landscape of this region is characterized by the presence
of dry olive groves in which there is a considerable number of centennial old specimens
that are not characterized and are a potential source of oils with differentiated quality.
However, given the impossibility of proceeding with the characterization of all the
specimens, it is important to establish tools that allow the creation of homogeneous
groups and thus reduce the number of plants to be studied. In this sense, the main
objective of this work was to establish homogeneous groups with high levels of similarity,
based on different analyses (morphology of fruits and endocarps, sensory profile of oils
and FTIR spectra), in order to reduce the number of centennial olive trees to study without
loss of information. Thus, we started with an initial sample of 96 specimens of centenarian
olive trees, where fruits were collected, which were morphologically characterized, and
oils were extracted, sensorially characterized, and where we proceeded to analysis by
FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy). In the analysis of the results, its iconic
representation in dendrograms was used, creating different groups of plants according to
the analysis performed. In the different evaluations, it was possible to create five groups
according to the similarity of the results. However, and despite the dendrograms not
showing the same number of samples within each group in the different parameters
evaluated, it was possible to establish common plants that coincided in the different
groups. When the sensory analysis and FTIR dendrogram were superimposed, it was
possible to verify that 17 samples are in the same group, which allowed the formation of
homogeneous groups. Despite the great variability that exists, it was possible to establish
homogeneous groups, however, whenever possible, this information should be

complemented with other information such as the genetic profile of the plant.

Keywords: Centenarian olive trees, Cba Valley region, olive oil, valorisation,

morphological and sensorial characteristics.
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Capitulo 1




1. Introducéo

A oliveira (Olea europaea L.) é uma arvore pertencente a familia Oleaceae,
género Olea e espécie europaea. Esta planta é uma das mais emblematicas em todo o
mundo encontrando-se assim dispersa, principalmente em regides com condigdes edafo-
climaticas semelhantes ao clima mediterraneo (Kaniewski et al., 2012). Assim, € na bacia
do Mediterraneo que o cultivo da oliveira é praticado ha milhares de anos, representando
esta regido cerca de 98% da superficie oleicola mundial (Rallo et al., 2018). Atualmente,
esta cultura encontra-se difundida por vérias regides do continente Americano, e mais
recentemente assistiu-se a sua introducdo na Africa do Sul, Australia e nalguns paises
asiaticos, como o Japdo e China (Sebastiani & Busconi, 2017). O continente Europeu e
Africano sdo os que apresentam uma maior area com esta cultura (FAO, 2019). Na figura
1 encontra-se representada a distribuicdo da oliveira ao nivel mundial assim como a area

de olival plantado.
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Figura 1 - Distribuicio mundial da area olivicola no ano 2019. Adaptado de:
https://www.mapitstudio.com/product/wooden-world-map-oak-oiled/

A Europa, em particular os estados membros da unido europeia, apresenta
aproximadamente 5,1 milhdes de hectares de area de oliveira plantada, o0 que representa
64% da producdo mundial (IOC, 2020). De entre os maiores produtores da Unido
Europeia (EU), destaca-se a Espanha (responsavel por 39% da producdo mundial) seguida
da Italia (11%), Grécia (10%) e Portugal (4%) (I0C, 2020). O setor oleicola representa
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assim um forte componente no setor agricola nacional, representando 95,5 milhdes de
euros e 1,36% do valor da producdo agricola portuguesa (IOC, 2017). A oliveira em
Portugal tem também uma grande importancia ao nivel sociocultural e paisagistico,
principalmente nas regides do interior. O olival faz parte da paisagem e da identidade do
nosso pais. A beleza desta paisagem tem contribuido para o aumento do turismo associado
ao sector do azeite, a que temos vindo a assistir durante a Gltima década (Santos, 2018).

Para além de gerar beneficios adicionais para a economia, este aumento de turismo
podera contribuir para a fixacdo de pessoas nestas regides do interior com problemas
demogréaficos graves. Na atualidade, varios roteiros estdo a ser criados onde séo inseridos
exemplares de oliveiras centendrias com elevado patriménio do ponto de vista
paisagistico.

Os olivais tradicionais representam uma grande parte da area olivicola da UE,
incluindo Portugal (Duarte et al., 2008). A olivicultura tradicional pode ser descrita como
um sistema de producdo de baixa intensidade, associado a arvores velhas, cultivadas a
uma baixa densidade e originando pequenos rendimentos. A intensificacdo da producéo,
pela plantacdo e/ou reconversdo de olivais tradicionais por olivais intensivos e
superintensivos, € uma estratégia que se tem vindo a adotar sobretudo na regido do
Alentejo no sentido de aumentar a eficiéncia produtiva (Neves et al., 2013). A regiédo de
Tras-os-Montes € restritiva a implementacdo deste modo de producdo intensiva,
sobretudo devido a estrutura minifundiaria das exploracdes olivicolas. Desta forma, é
crucial que os olivicultores desta regido recorram a estratégias de diferenciacdo para ndo
perderem a sua capacidade competitiva nos mercados externos e internos, face aos
olivicultores com sistemas de producdo mais intensivos. Um nicho a explorar neste
ambito podera passar pela exploracdo e valorizacdo de oliveiras centenarias, nas
diferentes vertentes econémica, social e ambiental.

As oliveiras centendrias sdo uma marca da paisagem associada ao olival
tradicional em Tras-os-Montes. Contudo, a sua protecdo ou mesmo exploracao
sustentavel ndo é praticada. A exploracdo destas oliveiras centenarias podera contribuir
para 0 aumento da viabilidade dos sistemas de producéo e para a valorizagéo de produtos
enddgenos diferenciados e de qualidade mais adaptados aos sistemas minifundiarios
dominantes. A exploracdo do turismo no espaco rural, integrando atividades que irdo da

producdo a transformacdo de produtos de oliveiras centenarias, passando pela
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gastronomia, podera adicionalmente constituir uma fonte de receitas interessante. A
preservacao das oliveiras centenarias, melhor adaptadas as condi¢des agro-ecologicas,
podera também constituir uma importante reserva genética com potencial aplicacéo para
futuros trabalhos de selecdo e melhoramento de cultivares (Diez et al., 2011). Além disso,
estas cultivares estdo frequentemente associadas a praticas e usos ancestrais e, portanto,
a riqueza do patrimonio cultural. A comercializacdo de produtos que transportam um
pouco de histdria, a paisagem e o saber fazer tradicional € uma das melhores formas de
valorizar economicamente os azeites de oliveiras centendrias. Estudos com o objetivo de
identificar e caracterizar exemplares de oliveiras centenarias na regido de Tras-0s-
Montes, bem como a nivel nacional, sdo muito escassos. Tanto quanto é do nosso
conhecimento, apenas um reduzido numero de A&rvores centenarias da regido
Transmontana foi caracterizado em termos de caracteristicas morfologicas e composi¢édo
quimica dos azeites obtidos dos seus frutos. A analise morfoldgica do fruto, endocarpo e
folha destas oliveiras centenarias permitiu identificar o endocarpo como o parametro
morfolégico mais diferenciador face a cultivares novas (Fernandes, 2014). Similarmente,
Rodrigues et al. (2019), observou que o0s azeites destas oliveiras centenarias apresentavam
teores em compostos fendlicos mais elevados face aos azeites provenientes de cultivares
novas.

A regido do Vale do C6a, é uma area que atualmente detém um grande patriménio
historico, devido as gravuras legadas pelo impulso criador dos antepassados. Para além
deste patrimdnio histdrico esta regido possui extensos olivais por todo o seu territorio,
com um significativo nimero de exemplares centenarios. A valorizacdo e a preservagao
destas oliveiras revestem-se de enorme importancia, pelos beneficios ambientais
(conservacao do meio ambiente), econdmicos (unidades olivicolas lucrativas) e sociais
(criacdo de comunidades agricolas prosperas) que podem gerar nestas populacdes rurais
do interior. Para isso, é necessario, contudo, primeiro conhecer este patrimoénio oleicola.

A identificacdo e caracterizacdo dessas oliveiras por ferramentas genéticas sdo
morosas e dispendiosas, nesse sentido, na tentativa de evitar despender tempo e dinheiro,
a presente dissertacdo tem como objetivo proceder a caracterizagdo dos azeites obtidos a
partir de exemplares centenarios com recurso a analise sensorial, analise morfoldgica e
ao FTIR (Fourier-transform infrared spretroscopy) como ferramentas rapidas para

agrupar e classificar os azeites.
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Assim, o presente trabalho tem como objetivo fazer o agrupamento homogéneo
de oliveiras centenarias do Vale do Cda com base nos resultados obtidos na analise
sensorial, analise morfoldgica e ao FTIR com o objetivo de diminuir o nimero de
amostras a serem classificadas geneticamente.

O trabalho encontra-se estruturado em quatro partes distintas, isto é, na proxima
seccdo faz-se uma breve abordagem sobre a caraterizacgdo de oliveiras, a sua composi¢éo
e atividade biologica, referindo-se também os trabalhos existentes no que respeita a
caracterizacdo de oliveiras centenarias (Capitulo 2). O terceiro capitulo é destinado ao
material e métodos, sendo que no quarto capitulo sdo apresentados os resultados do
presente trabalho, procedendo-se a sua discussao. Apresentam-se também, as conclusdes

(Capitulo 5) e apontam-se sugestBes para a possivel continuacéo do trabalho no futuro.
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Capitulo 2




2. A oliveira e a composicdo dos seus azeites

O azeite é muito apreciado pelo seu valor gastrondmico, pelas caracteristicas
quimicas, sensoriais e também pelas propriedades terapéuticas (Freitas, 2013). Por forma
a comprovar todas estas caracteristicas, 0 azeite deve ser analisado quanto aos seus
parametros de qualidade, caracteristicas organoléticas e composicdo quimica. A execucao
desta avaliacdo € fulcral quando se pretende comprovar a qualidade e potenciar a

diferenciacdo de um azeite.

21 Composicao

A composicdo do azeite esta diretamente dependente de fatores intrinsecos e
extrinsecos da azeitona, nomeadamente da cultivar e estado de maturacdo, do processo
de producdo, tais como rega, fertilizacdo, poda, mas também do tipo de colheita,
transporte e armazenamento da azeitona, e finalmente do processo de extracéo e tipo de
equipamentos utilizados, condi¢@es de armazenamento e transporte do azeite (Beltran et
al., 2010; Cayuela & Garcia, 2017; Kalogeropoulos & Tsimidou, 2014).

A composicdo do azeite divide-se em duas fracGes, a fracdo saponificavel e a
fracdo menor (insaponificavel) (Farras et al., 2020).

2.1.1 Fracéo saponificavel

A fracdo saponificavel representa 98-99% do peso total do azeite, tendo esta como
principais componentes os triglicéridos, acidos gordos livres e constituintes menores
como os fosfolipidos e glicésidos (Planell et al., 2014).

Os triglicéridos sdo tri-ésteres que resultam da combinacao do glicerol com acidos
gordos, e sdo os principais componentes do azeite (Jimenez-Lopez et al., 2020). OO0
Trioleina, POO Palmitodioleina e OOL Linoleodioleina, sdo os triglicéridos mais
abundantes podendo representar no conjunto 60-90% do peso do azeite (Boskou, 2006;
Jimenez-Lopez et al., 2020).

Os é&cidos gordos presentes no azeite em maiores quantidades sdo o palmitico,
palmitoléico, estedrico, oleico, linoléico e linolénico. O miristico, os acidos
heptadecandico e eicosanoico, também sdo encontrados nos azeites mas em pequenas

quantidades (Boskou, 2006). A composicdo do azeite em &cidos gordos deve obedecer
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aos limites estabelecidos no Regulamento Delegado (UE) N° 1830/2015, e cujos valores

se encontram indicados na tabela 1.

Tabela 1 - Limites estabelecidos para a composi¢do de um azeite em acidos

Nome Comum Nomenc_latura Limite
abreviada (%)
Miristico Cuso <0,03
Palmitico Ci6:0 7,5-20
Palmitoleico Cis1 0,3-3,5
Haptadecandico Ci70 <03
Esteéarico Ciso 0,5-5,0
Oleico Cig1 55 - 83
Linoleico Cisz2 35-21
Linolénico Cig:3 <10
Araquidénico Ca0:0 <0,6
Eicosendico Co01 <0,4
Beénico Ca20 <0,2*
Lignocérico Ca40 <0,2

*Q limite aumenta para < 0,3 no caso dos 6leos de bagaco de azeitona.

Fonte: Regulamento Delegado (UE) N° 1830/2015

A composicdo em &cidos gordos pode diferir de amostra para amostra dependendo
da zona geografica de producdo (em especial da latitude), do clima, cultivar e estado de
maturacdo da azeitona (Boskou, 2006). Por exemplo, 0s azeites provenientes da Grécia,
Italia e Espanha geralmente tém baixo teor em &cidos linoleico e palmitico e tém alto teor
em &cido oleico (Boskou, 2006). J& os azeites provenientes da Tunisia sdo ricos nos acidos
linoleico e palmitico e inferior em &cido oleico (Boskou, 2006). Com base na anélise de
acidos gordos em amostras de varios paises, foi proposta a classificacdo dos azeites em
dois tipos: azeites com baixo teor linoleico-palmitico e alto teor de &cido oleico; e azeites
com alto teor de linoleico-palmitico e baixo teor de acido oleico (Boskou, 2006).

Recentemente, Rodrigues (2018) verificou que a cultivar exerce igualmente uma
forte influéncia sobre a composicdo em &cidos gordos. Este autor, ao estudar o perfil em
acidos gordos de azeite proveniente de oliveiras centenarias e de cultivares autoctones de
Tréas-os-Montes (Lentisca, Madural, Redondal, Rebold, Verdeal e Verdeal Trasmontana)
verificou que as cultivares Redondal e Verdeal Transmontana foram as que apresentaram
maior contetdo em acido oleico, por oposicao a cultivar Madural. Ainda neste estudo, foi
observado uma forte influéncia do ano de colheita sobre a composicdo em acidos gordos,
em particular nos contetidos de acido oleico e linoleico, tendo sido sugerido pelo autor

estar relacionado com diferencas das condi¢des climéticas entre os anos em estudo.
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2.1.2 Fragéo insaponificavel

A fracdo insaponificavel é constituida por hidrocarbonetos, como o esqualeno e
outros triterpénicos, mas também por tocoferdis, esterdis, compostos fenolicos, polifenois
e pigmentos (Planell et al., 2014).

Ao nivel dos hidrocarbonetos, o esqualeno e o 3-caroteno, Sdo 0s que se encontram
em maiores quantidades no azeite, podendo o primeiro composto constituir entre 60-75%
dos hidrocarbonetos (Boskou, 2006). O esqualeno é o principal constituinte da fracao
insaponificavel, podendo estar presente em concentragdes entre 0,8 e 12 g Kg™* no azeite
virgem (Grigoriadou et al., 2007). Este composto €é caracterizado pela alta estabilidade
sob condicdes de auto-oxidacao (Grigoriadou et al., 2007).

Os tocoferdis e os tocotriendis, sdo compostos constituintes da vitamina E.
Existem quatro tipos de tocoferois designados por alfa (o), beta (B), gama (y) e delta ().
O a-tocoferol soltvel na gordura é aquele que apresenta a maior atividade bioldgica de
vitamina E no azeite virgem (Kalogeropoulos & Tsimidou, 2014). A concentracdo deste
composto no azeite virgem é geralmente entre 100-300 mg Kg?, sendo os restantes
tocoferdis encontrados em quantidades muito menores (Grigoriadou et al., 2007).
Curiosamente, os azeites obtidos de oliveiras centenérias mostraram ser uma boa fonte de
tocoferois, bastando uma ingestdo diaria de 28,5-72,5 mL (dependendo da cultivar) deste
azeite para garantir as necessidades diarias de vitamina E (Rodrigues et al., 2020b).
Nestes azeites, a isoforma (o) foi identificada como sendo a predominante (Rodrigues et
al., 2020b). Face a estes resultados, 0 mesmo autor propde gque a cCOmposi¢cdo em
tocoferois possa servir como um marcador quimico para identificar azeites provenientes
oliveiras centendrias. A cultivar centenaria que apresentou maiores teores em tocoferdis
foi a Lentisca, e consequentemente foi apontada pelo autor como a mais promissora do
ponto de vista da salde.

Os esterois sdo lipidos que podem ser encontrados nos azeites na forma livre e na
forma esterificada (Boskou, 2006). A forma de esterol mais abundante nos azeites virgem
extra é o B-sitosterol, seguido por A5-avenasterol, campesterol, sigmasterol e colesterol
(Ozdemir et al., 2018). O Regulamento Delegado (UE) N° 1830/2015 estipula limites para
a composicdo esterdlica do azeite virgem extra, e cujos valores se encontram indicados

na tabela 2. O teor e a composicdo de esterois esta diretamente relacionado com a
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qualidade do azeite, uma vez que sao utilizados para aferir a sua autenticidade. De acordo
com Luki¢ et al. (2013) é possivel identificar a cultivar e o grau de amadurecimento da

azeitona pelo conteudo de esterdis e triterpendis nos azeites virgem.

Tabela 2 - Limites estabelecidos para a composicéo esterdlica de um azeite virgem extra.

Esteres Limite (%)

Colesterol <0,5
Brassicasterol <0,1
Campesterol <04

Estigmasterol < Campesterol
B-sitoesterol aparente* >93
Delta-7-estigmatenol <0,5

Esterais totais (mg/Kg) > 1000

Eritrodiol e uvaol <45

*B-sitosterol aparente: (delta-5,23-estigmastadienol + colesterol + B-sitosterol + sitostanol + delta-5-
avenasterol + delta-5,24-estigmastadienol.
Fonte: Regulamento Delegado (UE) N° 1830/2015

A fracdo fendlica do azeite tem recebido especial atencdo, devido aos beneficios
que esta pode trazer a satde do consumidor e também pelas caracteristicas sensoriais que
esta pode incrementar no azeite nomeadamente no amargo e picante. Os principais
responsaveis por estas sensacdes sdo sobretudo o hidroxitirosol, tirosol e seus derivados,
também lignanos e flavonoides (Garcia-Villalba et al., 2010). De acordo com
Regulamento (UE) n° 432/2012 e Autoridade europeia para a seguranca alimentar (EFSA,
2012) é possivel associar ao azeite alegacdes de salde como: “reducdo do stresse
oxidativo”, “propriedades antioxidantes”, “metabolismo lipidico”, desde que este
contenha no minimo 5 mg de hidroxitirosol e seus derivados (ex: oleuropeina e tirosol)
por 20 g de azeite. Para garantir estes beneficios para a salde, devem ser consumidas
diariamente 5 mg dos compostos mencionados anteriormente (EFSA, 2012).

No estudo da fragdo fendlica de azeites provenientes de oliveiras centendrias,
verificou-se que estes apresentam altos teores em compostos fendlicos (=500 mg tirosol
Kg™) (Rodrigues et al., 2019). O alto teor em compostos fenolicos verificado previne néo
SO 0 stresse oxidativo, mas também doencas cancerigenas (Farras et al., 2020). Assim, a
utilizacdo de alegacbes alimentares no rotulo de azeites provenientes de oliveiras

centendrias seria uma boa aposta para a valorizagdo deste produto.
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2.2  Sensorial

Um dos fatores mais importantes na determinacdo da qualidade sensorial dos
azeites virgens € o estado de maturacdo da azeitona (Jiménez Herrera et al., 2012). Este é
um parametro muito relevante para determinar a qualidade organolética do azeite, dado
que o impacto da fase de maturacdo do fruto na composicao quimica do azeite € maior do
que a propria cultivar (Bueno et al., 2006). Sendo a matura¢do um parametro importante,
a medida que este aumenta ocorrem VAarios processos metabolicos que se refletem nas
caracteristicas sensoriais do azeite (Jiménez et al., 2013). Quando as azeitonas sdo
colhidas numa fase inicial de maturacéo, o azeite obtido € mais amargo e picante, do que
aquele que foi colhido num estado de maturagédo avancgado (Bueno et al., 2006). O amargo
e 0 picante sdo os atributos que mais séo influenciados pela maturagdo, e fortemente
associados aos polifendis presentes nos azeites (Predieri et al., 2013; Bueno et al., 2006).
Apesar do amargo e picante apresentarem uma forte ligacdo aos efeitos positivos na
salide, estes atributos ainda ndo séo apreciados por uma grande parte dos consumidores.
Porém, j& existe um nicho de mercado (ex: gourmet) que tem vindo a demonstrar interesse
por este tipo de caracteristicas nos azeites, e encontram-se dispostos a pagar um preco
premium por estes produtos (Predieri et al., 2013; Vitaglione et al., 2015). Similarmente,
0s azeites provenientes de oliveiras centenarias tém vindo a ser apontados como um
produto com atributos sensoriais Unicos podendo, por isso, vir a ocupar um lugar de
destaque no mercado oleicola mundial. Do ponto de vista organolético estes azeites
demonstram um perfil requintado, com notas raras como cereja verde (cvs. Lentisca e
Madural), damasco (cvs. Lentisca, Madural e Verdeal Transmontana) e Kiwi (cvs.
Lentisca, Madural, Rebola e Verdeal Transmontana) (Rodrigues et al., 2020a). Estes
atributos positivos e diferenciadores, associado a maior riqueza de compostos fenolicos,
faz destes azeites provenientes de oliveiras centenarias um produto de alto valor acrescido

que poderéa ter como destino mercados internos e externos exigentes.

2.3 Qualidade

A qualidade de um azeite é definida por varios parametros entre 0s quais se
destacam a acidez livre, indice de peroxidos, espectrofotometria no ultravioleta, analise
sensorial, ceras, entre outros, que ajudam a perceber a qualidade dos azeites. Existe

regulamentacdo europeia que define limites para os parametros de qualidade em funcao
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da categoria comercial [Regulamento (CEE) n°® 2568/1991 no que respeita aos parametros
de qualidade].

A qualidade dos azeites é condicionada por um enorme numero de fatores que
ocorrem durante a pré- e pds-colheita da azeitona. As préaticas culturais, afetam a
qualidade ndo sé dos frutos mas também a qualidade final do azeite e incluem, por
exemplo, a manutencdo do solo, fertilizacbes e regas, os métodos de poda utilizados,
controlo fitossanitario e sistema de cultivo (Rallo et al., 2018). As condic¢des climaticas,
podem também exercer influéncia na qualidade dos azeites. De acordo com Garcia-Vico
et al. (2017), as baixas temperaturas diminuem o conteudo em compostos fenolicos. Ja
Tura et al. (2009) refere que em areas frias, o contelldo em compostos fenolicos aumenta
com o aumento gradual da temperatura. Este autor verificou também que primaveras
guentes e chuvosas e outonos chuvosos tinham um efeito positivo na composicao volatil
do azeite. Outros fatores que podem levar a perda de qualidade sédo os frutos atacados por
pragas e ou doengas que provocam aumentos na acidez livre e nas absorvancias (Kzz. e
K270), 0 que impede os azeites de obterem uma categoria comercial superior (Malheiro et
al., 2014). Além disso, a estabilidade a oxidacdo e a capacidade antioxidante diminuem
devido a reducdo dos compostos fendlicos (Rallo et al., 2018). Algumas préticas antes da
extracdo do azeite podem igualmente influenciar a sua qualidade, nomeadamente a altura
e método de colheita da azeitona, e 0 seu transporte até ao lagar (Custodio, 2009). A data
de colheita do fruto varia consoante a cultivar e as condi¢Bes climaticas da regido,
devendo evitar-se colheitas muito tardias e consequentemente avancados estados de
maturacdo, pois afetam negativamente a qualidade do azeite (Jimenez et al., 2015). De
forma a se obter 0 maximo de qualidade é recomendavel que cada regido determine a
época correta de colheita da azeitona.

Existem também fatores pds-colheita que afetam a qualidade do azeite, como todo
0 processamento tecnolégico de extracdo (temperatura e tempo de termobatedura) e o seu
posterior armazenamento (Custddio, 2009). No armazenamento € necessario garantir que
0 azeite se mantém ao abrigo da luz e do ar, isto para garantir que os limites dos
parametros de qualidade asseguram a categoria comercial a que o azeite pertence.

Outro fator que influencia a qualidade do azeite € a cultivar. Esta influéncia ndo
SO 0 azeite, mas também as caracteristicas do fruto que lhe da origem, nomeadamente, as

morfologicas e genéticas (Vergara-Barberan et al., 2015). Ou seja, a prote¢éo e o controlo
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das cultivares é outro fator relevante a ter em conta, dado que este influencia a qualidade

do azeite.
24  FTIR (Fourier Transform Infrared Spetroscopy)

A espetroscopia FTIR é um método muito utilizado atualmente, na caracterizagdo
de matrizes alimentares, sendo uma alternativa promissora e imperativa para o futuro,
dado que minimiza o gasto de recursos para analises de genética e gera resultados fiaveis
no espacgo de tempo de 1 minuto, tem ainda uma elevada sensibilidade, resolucdo e
proporciona uma andlise ndo destrutiva da amostra. Com a globalizacdo houve a
necessidade de produzir mais alimentos e de os colocar a disposi¢ao no mercado (Valand
et al., 2020). O FTIR (Transformada de Fourier Infravermelho) surge no mercado como
uma técnica para detecéo das adulteracdes e fraudes no azeite (Dalmia, 2015). Este facto
foi impulsionador no que concerne as fraudes alimentares, no caso dos azeites, os de
melhor qualidade (Azeites Virgem extra) séo diluidos com 6leos vegetais mais baratos.
Porém, esta técnica quando combinada com analise multivariada permite prever o nivel
de adulteracdo de um dado alimento. Outra valéncia deste equipamento é a criacdo de
uma “impressdo digital” Unica, que permite que esta técnica seja usada na classificagdo
ou agrupamento de diferentes amostras conhecidas e identificacdo de amostras
desconhecidas (De Luca et al., 2011). Existem também ja trabalhos com a utilizacdo de
FTIR para distinguir azeites provenientes de diferentes origens geogréaficas (Bendini et
al., 2007) e diferentes cultivares genéticas (Lamas et al., 2021)(Gurdeniz et al., 2007). As
desvantagens do equipamento sdo lideradas pela complexidade dos instrumentos e 0 seu
elevado custo. De seguida sdo apresentados alguns artigos que recorrem a utilizacdo de
FTIR para caracterizagéo de cultivares: (Bendini et al., 2007) efetuou um estudo acerca
da aplicacdo do FTIR como ferramenta para controlar a origem geogréfica e a qualidade
de azeites virgens. (De Luca et al., 2011) efetuou um estudo recorrendo ao FTIR como
ferramenta de agrupamento e classificacdo de cultivares marroquinas. (Gurdeniz et al.,
2007) utilizou o FTIR também como ferramenta de classificacdo de varios cultivares e
diferenciacéo de azeites monovarietais. (Tapp et al., 2003) efetuou um estudo com recurso
a ferramenta FTIR para discriminacdo de azeites por pais de origem, tendo verificado
com sucesso essa possibilidade. Por fim, (Vergara-Barberan et al., 2015) utilizou a
ferramenta FTIR juntamente com analise discriminativa para discriminar diferentes

cultivares provenientes de Espanha, com uma eficacia discriminativa de 95%.
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25 Caracterizacdo morfoldgica e genética

Atualmente, grande parte das cultivares sdo caraterizadas de acordo com dois
pardmetros, nomeadamente através da caracterizacdo morfoldgica e a caracterizagdo
genética (Trujillo et al., 2014). A caracterizagdo morfoldgica requer uma analise dos
frutos e dos respetivos endocarpos. A UPOV (International Union for the Protection of
New Varieties of Plants) estabelece critérios e parametros a avaliar para efetuar a
caracterizagdo morfolégica do fruto e do endocarpo, podendo ser classificados como
quantitativos ou qualitativos. Os pardmetros quantitativos sdo: peso, diametro maximo,
diametro minimo, comprimento e forma e os qualitativos sdo: simetria, posicdo do
diametro transversal, apice, base, entre outros. Este método permite o reconhecimento e
diferenciacdo de cultivares de forma expedita e econémica, enquanto que o método por
identificacdo genética € mais preciso, mas requer equipamento adequado para o efeito e
especialistas da area que o saibam manusear (Martinez et al., 2018). A caracterizacdo
genética é efetuada com recurso aos marcadores de ADN (marcadores moleculares) ou
com recurso a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Fernandes, 2014; Gomes et al.,
2012). Estudos foram efetuados nesta area por (Fernandes, 2014) onde caracterizou
cultivares provenientes de oliveiras centenarias, por (Peres et al., 2011) onde caracterizou
cultivares de Tras-os-Montes, bem como (Reboredo-Rodriguez et al., 2018) caracterizou

cultivares do nordeste de Espanha.
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Capitulo 3




3 Material e métodos

3.1 Identificacdo dos exemplares centenarios

Para a realizagdo do trabalho, efetuou-se uma prospecdo da diversidade de
oliveiras na regido do Vale do Cda com o intuito de identificar e selecionar os exemplares
de oliveiras a estudar. Os exemplares foram selecionados com base em parametros
percecionados visualmente, tais como: dimenséo do tronco e dimensao da copa.

Na Figura 2 estdo indicadas as 8 parcelas que ja foram selecionadas até ao
momento. Em cada uma das parcelas, foi feita a marcacdo dos exemplares de oliveiras a

estudar, na sua generalidade exemplares centenarios, e registo das coordenadas
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Vale verder: Pocinho.
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4 Sré dojcampo’= Almendra ;
Adro da'igrej&% Almendra;

Almendra

F|u ra2- Localiagé da parcelas selecionadas (S|mblo amarelo) para esudo de oiveiras centendrias
na regido do Vale do Coa. Mapa obtido a 16 de janeiro de 2021 de https://earth.google.com/web/

geogréficas, com indicacdo do local e freguesia a que pertence a parcela. Procedeu-se a

marcacgdo de 96 oliveiras que foram caracterizadas.

3.2  Amostragem

Foi efetuada colheita de azeitonas dos exemplares selecionados, para a extracdo
de azeite. Para tal, foram colhidos aproximadamente 3kg de frutos por arvore que foram
posteriormente utilizados para a extracdo do azeite como evidenciado na figura 3.
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Figura 3 - Amostragem do fruto (A - Colheita da azeiton; B - Armazenamento da azeitona).

3.3 Extracéo

A extracdo foi efetuada num lagar piloto Abencor (da Escola Superior Agraria de
Castelo Branco), com trés unidades principais: um moinho (figura4A), um termobatedor
(figura4B) onde ocorre a malaxagem da pasta a 28°C e uma centrifuga que faz a separagédo
solido-liquido (bagaco-azeite e aguas rucas) (figuradC). Apos este processo, segue-se a
decantacdo (figura4D) obtendo assim a separacdo liquido-liquido (azeite-aguas rucas).
Os azeites obtidos foram filtrados com sulfato de s6dio anidro para remogao das particulas
solidas e absorcdo de alguma &gua que ainda possa estar presente (figuradE), e

armazenados em garrafas de cor ambar no escuro, até a sua analise.

Figura 4 - Extracdo de azeite em Abencor (A - Moenda; B - Termobatedura; C - Centrifugagéo; D -
Decantacdo; E - Filtragdo).

3.4 Andlise Sensorial

Para determinacao da categoria comercial e do perfil sensorial, cada amostra foi
sujeita a um painel treinado da Escola Superior Agraria de Braganca utilizando por base
as metodologias descritas pelo Regulamento de execucdo (UE) N° 2013/1348 da
Comissdo de Dezembro que altera 0 Regulamento n°2568/91/CEE e por (Rodrigues, et
al., 2020a) para determinacéo do perfil descritivo. Nas provas sensoriais descritivas foram
avaliados numa escala de 0 a 10, os descritores das sensagdes olfativas como por exemplo:
sensacdes de frutado, sensacOes de frutos e sensacOes herbaceas. Foram também

avaliadas as sensacOes gustativas como frutado, sabores de doce, amargo e picante,
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sensacOes de frutos e sensacOes herbaceas. Finalmente foram avaliadas as sensacdes
olfato gustativas como a complexidade e persisténcia. Para a realizacdo desta andlise foi
utilizada uma folha de prova realizada de acordo com as normas dispostas pelo Conselho
oleicola internacional (COI) (COI/ T.20/ Doc. 22 de novembro de 2005) com algumas
alteracdes mencionadas por Rodrigues et al., 2020a. A prova foi realizada numa sala
apropriada, com luz natural, temperatura ambiente e isenta de odores. Para a realizagio
da prova foram utilizados copos oficiais de prova estabelecidos pelo Conselho oleicola
internacional. Foi também disponibilizado aos provadores uma folha de registo, macé

cortada e agua para lavar a boca entre amostras e cuspideiras.

35 Caracterizacao morfoldgica

Foi caracterizado morfologicamente o fruto de cada &rvore com base na avaliacdo
de parametros biométricos, tendo sido avaliados 40 frutos de cada arvore escolhidos de
forma aleatoria. Todas as amostras de frutos e endocarpos foram avaliadas usando
parametros biométricos definidos pelas diretrizes da Unido Internacional para a Protecdo
de Novas Variedades de Plantas (UPOV) para Olea europaea (UPOV, 2011).

3.5.1 Caracterizacdo morfoldgica do fruto

Nos frutos foram avaliados 0s seguintes parametros: peso (<2g baixo; 2-4g médio;
4-6g alto; >6g muito alto), comprimento (mm), didmetro maximo (mm), didmetro minimo
(mm), forma, simetria na posicdo A (Simétrico, Ligeiramente assimétrico ou assimétrico),
posicdo do diametro transversal maximo na posicdo B (Junto a base, central ou junto ao
apice), apice na posicao A (Pontiagudo ou arredondado), base (truncada ou arredondada),
mamilo (Evidente, pouco evidente ou ausente), presenca de lenticulas (pouco numerosas
ou muito numerosas), dimensao das lenticulas (pequenas ou grandes), localizagdo inicial
da viragem (a partir da base, uniformemente sobre toda a epiderme ou a partir do apice)
e cor em plena maturacdo (Negra ou outras). A forma do fruto foi calculada a partir da
relacdo entre o comprimento / largura maximo, o que pode levar a uma classificacdo do
formato do fruto como esférico (relacdo comprimento / largura <1,25), ovoide (1,25 <

relagdo comprimento / largura < 1,45) ou alongado (comprimento proporg¢ao / largura>
1,45).
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3.5.2 Caracterizagdo morfoldgica do endocarpo

No endocarpo foram determinados: peso (<0,3g baixo; 0,3-0,45g medio; 0,45-
0,7g alto; >0,7g muito alto), comprimento (mm), didametro méximo (mm), didmetro
minimo (mm), forma, simetria na posicdo A (Simétrico, Ligeiramente assimétrico ou
assimétrico), na posicéo B (simétrico ou ligeiramente assimétrico), posi¢do do diametro
transversal m&ximo na posicdo B (Junto a base, central ou junto ao &pice), apice na
posicdo A (Pontiagudo ou arredondado), base (truncada, pontiaguda ou arredondada),
superficie (lisa, rugosa ou muito rugosa), numero de sulcos fibrovasculares (<7 reduzido;
7-10 médio; >10 elevado), Distribuicdo dos sulcos fibrovasculares (uniforme ou
agrupados nas proximidades), Extremidade do &pice (sem mucrdo ou com mucrdo a partir
da base).A forma do fruto foi calculada a partir da relagdo entre o comprimento / largura
maximo, o que pode levar a uma classificacdo do formato do fruto como esférico (relacao
comprimento / largura <1,4), ovoide (1,4 < relagdo comprimento / largura < 1,8), eliptica
(1,8 < relagdo comprimento / largura < 2,2) ou alongado (comprimento proporgao /

largura> 2,2).

3.6  Andlise FTIR

A analise de FTIR foi realizada com recurso a um MB300 FTIR de ABB (Zurigue,
Suica), modo de reflexdo (ATR) usando uma célula horizontal equipada com um cristal
de diamante (figura 5). A aquisicdo de espectros foi feita em 32 scans min~t a uma

resolucéo de 4 cm™?, sendo a faixa de leitura entre 4000 e 500 cm™. Os espetros foram

adquiridos e tratados utilizando o software Horizon MB versao 3.4.

IV

Figura 5 -FTIR (Espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier) (A —
Introducdo da amostra no cristal; B — FTIR; C — FTIR e espetros).
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3.7 Andlise estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente. Para cada tipo de dados (i.e., sensoriais,
morfoldgicos, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier),
estabeleceram-se grupos recorrendo a uma anélise de agrupamento (ou de clusters). Esta
analise é uma técnica exploratoria multivariada de dados que permite classificar em
grupos homogéneos um conjunto de dados (numéricos ou binarios), com base nas
similaridades ou dissimilaridades entre eles, podendo os grupos ser visualizados atraves
de dendrogramas. Esta analise recorreu ao método de “ward.D2” (Murtagh et al., 2014)
que pretende minimizar a variancia dentro de cada grupo com o objetivo de encontrar
grupos (clusters) compactos e esféricos. A existéncia de diferengas estatisticamente
significativas entre grupos, para cada variavel estudada, foi ainda avaliada recorrendo a
analise de variancia a um fator (one-way ANOVA). Quando diferencas significativas
foram encontradas, recorreu-se ainda a testes de comparacdo multipla (testes post-hoc),
nomeadamente ao teste de Tukey. Recorreu-se ainda a diagramas de extremos e quartis
(boxplots), para visualizar graficamente as diferencas encontradas. Todas as analises
foram efetuadas para um nivel de significancia de 5%. O software de estatistica R (open

source), versao 2, foi usado para o tratamento dos dados (Murtagh & Legendre, 2014).
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4 Resultados e discussao

De forma a diminuir o nimero de amostras a serem futuramente caracterizadas
geneticamente, varios parametros foram avaliados nos 96 azeites obtidos a partir de
oliveiras centenarias da regido do Vale do Cba. Apds tratamento estatistico pelo programa
“R”, e com recurso a diagramas ou representagdo iconica que organiza determinados
fatores e variaveis (Dendrogramas), foram criados diferentes grupos de plantas de acordo
com a analise realizada. Foram feitos grupos com base na andlise sensorial descritiva,
com base na andlise dos pardmetros morfoldgicos e com base nos resultados obtidos pela
andlise FTIR. O objetivo da aplicacdo desta ferramenta estatistica foi agrupar plantas com
caracteristicas semelhantes de forma a diminuir o nUmero total de exemplares a serem
caracterizadas através de ferramentas genéticas, uma vez que estas ferramentas sdo muito
dispendiosas e morosas. Para o agrupamento das arvores, foi tido em conta as
semelhangas dos atributos avaliados no perfil sensorial, nos parametros morfologico e
nos sinais obtidos no FTIR. No futuro, os presentes resultados serdo confirmados com a

caracterizacdo genética.

4.1 Andlise Sensorial

Em cada um dos azeites foi determinado o perfil descritivo com recurso a uma
folha de perfil sensorial com as recomendaces estabelecidas pelo Conselho Oleicola
Internacional (COI)(COI/ T.20/ Doc. 22 de novembro de 2005) com algumas alteracdes
descritas por Rodrigues el al., 2020a. Em cada azeite foram avaliadas as sensacdes
olfativas e as sensacdes gustativas. Nas sensagdes olfativas e gustativas foram avaliadas
as sensacdes de frutado, as sensagdes de frutos e as sensacBes herbaceas assim como as
respetivas intensidades para sensacdo percebida. Foram também avaliadas as sensacfes
de doce, amargo e picante. Apos 0 agrupamento de todos os dados representado em um
dendrograma (figura 6), verificou-se que de acordo com o perfil sensorial, os azeites
podem ser agrupados em 5 grupos distintos com uma distancia de 24 ou seja, com um
nivel de similaridade de 86%. O grupo 1 é constituido por 30 amostras, 0 grupo 2 por 20
amostras, 0 grupo 3 por 12, o grupo 4 por 21 e o grupo 5 por 13 amostras conforme

demonstrado na figura 7.
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Figura 7 - Dendrograma com identificagdo de grupos de acordo com o perfil sensorial de azeites obtidos a partir de oliveiras centenarias da regido do Vale do Coa.
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Relativamente as sensacdes percebidas, verificamos que cada grupo apresenta
carateristicas distintas. Na figura 8, estdo representados os boxplots relativos as sensacdes
olfativas avaliadas na analise sensorial descritiva dos diferentes azeites. Relativamente ao
frutado, verificou-se que todos os azeites apresentaram sensacdes de frutado verde com
uma intensidade que variou de 3,4 e 5,3, sendo 0 grupo 3 0 que apresentou menor
intensidade e o grupo 1 aquele que apresentou maior. Do ponto de vista estatistico,
verificou-se diferencas significativas entre os diferentes grupos de plantas. A variacdo da
intensidade de frutado pode estar diretamente relacionada com diversos fatores, entre 0s
quais o grau de maturacdo do fruto. De acordo com Gharby et al. 2018, verificou ao
estudar o perfil sensorial de quatro cultivares cultivadas em marrocos que as cultivares
picual e koroneiki apresentaram valores medianos de frutado verde superiores a 5,0 o que
se assemelha aos valores obtidos pelo grupo 2. No que respeita as sensacdes de frutos,
foram encontradas e quantificadas sensacfes de macd, banana, tomate, frutos secos,
cereja e ameixa. De todos os atributos avaliados, a maca foi a que apresentou maior
intensidade de percecdo olfativa destacando-se nos grupos 1 e 2 com intensidade de 5,1
e 5,2 respetivamente. Nos restantes grupos, foram observadas diferencas significativas
com principal destaque para o grupo 4 que foi 0 que apresentou menor intensidade de
maca (4,5). Na sensacgédo de banana, verificou-se que esta apareceu apenas nos grupos 2 e
3 com intensidades que variaram de 3,9 a 6,1. Relativamente a sensacdo de tomate,
verificou-se que esta sensacao apresentou uma intensidade que variou de 3,3 e 4,5 sendo
0s grupos 3 e 4 0s que apresentaram menor intensidade e os grupos 1, 2 e 5 0s que
apresentaram maior. Quanto aos frutos secos a presenca entre estes foi muito semelhante,
néo tendo sido observadas diferencas significativas entre os diferentes grupos. Resultados
semelhantes foram descritos por Rodrigues, et al. 2020a no estudo dos azeites
provenientes de oliveiras centendrias. De acordo com o autor, o atributo de frutos secos
foi também detetado em todos os azeites sendo que a cultivar redondal apresentou um
valor médio de 2,4. J& (Hassine et al., 2015), apresentou valores semelhantes obtidos no
estudo que caracteriza cultivares autdctones da Tunisia referindo também que o perfil
sensorial varia de acordo com a cultivar. No que respeita a sensacao de cereja ndo foram
observadas diferengas significativas entre grupos sendo todos 0s grupos apresentaram
uma mediana igual a zero. O mesmo foi observado na sensagéo de ameixa, onde todos 0s

grupos apresentaram uma mediana igual a zero.
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Figura 8 - Boxplots do perfil sensorial (Sensagdes olfativas) encontrados em azeites extraidos de azeitonas
de oliveiras centendrias da regido do Vale do C6a. Letras minuUsculas diferentes significam diferencas
estatisticas significativas a um nivel de significancia de 5% (ANOVA unilateral seguida pelo teste
multicomparacédo de Tukey).
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Em relacdo aos atributos herbaceos, foram encontradas sensacfes de couve, erva
fresca, rosmaninho, lavanda e folhas de rama de tomate. Relativamente as sensacGes de
couve, verificou-se que este atributo foi percebido apenas nos grupos 1 e 2 com uma
intensidade de 5,3, 0s restantes grupos apresentaram uma mediana de intensidade de O.
Ja nas sensacOes de erva fresca, verificou-se a presenca em todos 0s grupos, com uma
intensidade que variou de 3,7 (grupo 4) a 4,5 (grupo 5). De acordo com Rodrigues, et al.
20204, a erva fresca € uma sensacdo olfativa presente nos azeites que é comum a todas as
cultivares analisadas pelo autor. Quanto ao rosmaninho, verificou-se a presenca deste no
grupo 3 com uma intensidade de 1,7. Ja a sensacao de lavanda, foi observada em menor
intensidade com principal destaque no grupo 3. Em relacdo a sensacdo de folha de rama
de tomate, verificou-se que a sua intensidade variou de 2,3 a 3,5. Observou-se também
que os grupos 3 e 4 ndo foi percebida as sensacdes de folha de rama de tomate. De acordo
com Rodrigues, et al. 2020a, no estudo de azeites obtidos de oliveiras centenarias
verificou que a cultivar Rebold foi a que apresenta valores médios mais baixos na
presenca olfativa de folhas de rama de tomate (1,6). Relativamente a harmonia dos
azeites, esta variou de 7,7 a 8,1 ndo tendo sido observadas diferencas significativas entre
os diferentes grupos.

Em relacéo as sensacOes gustativas, verificou-se tal como nas sensacgdes olfativas
que estas variaram entre os diferentes grupos. Em relacdo as sensa¢des amargo, picante e
doce (figura 9), observou-se que estas variam a sua intensidade de acordo com o0 grupo
onde estdo inseridos. No que respeita ao amargo, os dados obtidos mostram que este
variou de 3,6 a 5,2 sendo que entre os grupos 1, 2 e 5 ndo foram verificadas diferencas

significativas.
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Figura 9 - Boxplots do perfil sensorial (amargo, picante e doce) encontrados em azeites extraidos de
azeitonas de oliveiras centenarias da regido do Vale do Coba. Letras minusculas diferentes significam
diferencas estatisticas significativas a um nivel de significancia de 5% (ANOVA unilateral seguida pelo
teste multicomparacdo de Tukey).

Em relagéo ao picante, verificou-se que a sua intensidade variou de 4,5 e 6,5 sendo
que o grupo 3 foi o que apresentou intensidade de picante mais baixo e o0 grupo 5 o que
apresentou maior intensidade de picante. No que respeita ao picante, outros autores
referem valores semelhantes aos obtidos nomeadamente Rodrigues et al. 2020a no estudo
de diferentes azeites provenientes de oliveiras centenérias e Gharby et al. 2018, no estudo
do perfil sensorial de quatro cultivares cultivadas em Marrocos verificou que os azeites
da cv. Arbequina apresentaram valores semelhantes. Ja a sensacao de doce, variou a sua
intensidade de 2,5 a 6,5 sendo o grupo 1 o que apresentou menor intensidade e o grupo 3
0 que apresentou maior intensidade deste atributo. Os resultados mostram também que
nos grupos onde foi observado maior intensidade de doce, sdo aqueles onde foram
observados menor intensidade de amargo. Conclui-se também que os atributos de amargo
e picante seguem a mesma tendéncia nos mesmaos grupos.

Nos restantes atributos gustativos (figura 10), nomeadamente nas sensagdes de
frutado, verificou-se que todos os azeites apresentaram sensacdes de frutado verde com
uma intensidade que variou de 4,8 e 6,3. De todos 0s grupos estudados, relativamente a
este atributo, observou-se que nos grupos 1, 2 e 5 ndo se verificaram diferencas
significativas entre os grupos. Segundo Gharby et al. 2018, no estudo referido
anteriormente, verificou que a cultivar Picual, apresentou valores semelhantes ao grupo
2 com uma intensidade de 6,5. No que respeita as sensacgdes de frutos, foram encontradas
e quantificadas sensacdes de maca, banana, tomate, frutos secos, kiwi, cereja, alperce,

morango e ameixa. Na sensacdo de magcé, verificou-se que a sua intensidade variou entre
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4,8 e 5,5, contudo ndo foram observadas diferencas significativas entre os diferentes
grupos relativamente a esta sensacdo. Relativamente a sensagdo de banana, verificou-se
que a intensidade deste atributo variou entre 3,5 e 6,7 sendo o0 grupo 2 0 que apresentou
menor intensidade e o grupo 3 aquele que apresentou maior. Em relacdo a sensacdo de
tomate verificou-se que existem diferencas significativas entre os grupos, variando esta
sensacéo entre 3,1 a 5,0 sendo o grupo 3 0 que apresentou menor intensidade e o grupo 2
0 que apresentou maior intensidade. Na sensacdo de frutos secos ndo se verificaram
diferencas significativas entre grupos, dado que a variagdo foi entre 2,4 e 3,0, sendo o
grupo 3 aquele que apresentou menor intensidade e o grupo 1 aquele que apresentou
maior. Nas sensagdes Kiwi, damasco e morango ndo foram observadas diferencas
significativas entre grupos, dado que a intensidade da mediana foi igual a 0 em todos os
grupos. Na sensacdo de cereja o Unico grupo onde se verificou a presenca deste atributo
foi no grupo 2 com uma intensidade de 1,0. O mesmo se verificou na ameixa, apenas o

grupo 2 manifestou presenca deste atributo com uma intensidade igual a 2,8.
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Figura 10 - Boxplots do perfil sensorial (Sensac¢8es gustativas) encontrados em azeites extraidos de azeitonas
de oliveiras centendrias da regido do Vale do Cba. Letras minusculas diferentes significam diferencas
estatisticas significativas a um nivel de significincia de 5% (ANOVA uniltateral seguida pelo
multicomparacéo de Tukey).
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Nas sensacOes herbaceas (Figura 10), verificou-se a presenca de sensagdes couve,
erva fresca, folha de oliveira, rosmaninho e folha de rama de tomate. Na sensacdo de
couve verificaram-se diferencas significativas entre grupos, sendo o grupo 1 e 2 o que
apresentaram maior intensidade e o grupo 3 aquele que apresentou menor intensidade.
Quanto a sensacdo erva fresca verificou-se que a intensidade variou entre 3,7 e 5,1,
contudo nédo foram observadas diferengas significativas entre os diferentes grupos. O
mesmo foi observado na sensacdo de folha de oliveira, onde ndo foram observadas
diferencas significativas entre grupos. Na sensacdo a rosmaninho, verificou-se que o
grupo 3 foi aquele onde se observou maior intensidade (3,7). O mesmo foi observado na
sensacdo de lavanda onde apenas o grupo 3 manifestou presenca deste atributo com
intensidade de 1,3. Em relacdo a sensacdo folhas de rama de tomate verificaram-se
diferencas significativas, entre os diferentes grupos com os grupos 2 e 5 a mostrar uma
maior intensidade deste atributo e os grupos 3 e 4 com menor intensidade. Na
determinacdo da complexidade e persisténcia, atributos que mostras a complexidade dos
azeites ao nivel do aroma e do sabor, verificou-se que todos os azeites apresentam uma
elevada complexidade com valores que variaram de 6,1 e 6,6 ndo tendo sido observadas
diferencas significativas entre dos diferentes grupos. Quanto a persisténcia verificou-se
que todos 0s azeites sdo muito persistentes com intensidades que variaram entre 7,0 e 8,0.
O grupo 4 foi o que apresentou menor intensidade e o grupo 2 foi 0 que apresentou maior
intensidade. Resultados semelhantes foram observados por Tura et al. 2008, onde no
estudo da influencia da cultivar em azeite virgem verificou que a cultivar é um fator que

influencia a composicédo sensorial de um azeite, bem como outros fatores.

4.2  Caracterizacdo morfolégica

Para a determinacdo morfoldgica, foram seguidas as diretrizes da UPOV, 2011,
onde foram, avaliados os pardmetros morfolégicos de 40 frutos de cada planta e
respetivos endocarpos. Os resultados obtidos na caracterizacdo morfoldgica dos frutos e
dos endocarpos permitiu 0 agrupamento das plantas tal como tinha sido feito com a
avaliacdo sensorial. Na figura 11, encontra-se representado por um dendrograma de
agrupamento com base nos dados obtidos onde podemos observar a formacéo de 5 grupos
distintos a uma distancia de 12, ou seja uma similaridade de 88 %. O grupo 1 é constituido
por 8 amostras, 0 grupo 2 por 22 amostras, 0 grupo 3 por 35, 0 grupo 4 por 21 e 0 grupo

5 por 10 amostras conforme demonstrado na figura 12.
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Figura 11 - Dendrogramas obtido dos parametros morfoldgicos de frutos e endocarpos de oliveiras centendrias da regido do Vale do Coa.
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Figura 12 - Dendrograma com identificacdo de grupos de acordo com os parametros morfolégicos de frutos e endocarpos de oliveiras centenérias da regido do Vale do Coa.
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Com base nos dendrogramas foi efetuado o agrupamento das plantas de acordo
com as carateristicas morfolégicas do fruto e do endocarpo. Na tabela 3, encontram-se
descritas as caracteristicas morfolégicas dos frutos colhidos em diferentes oliveiras
centenarias da regido do Vale do Cb6a. Nos frutos foi avaliado o peso (g), didmetro
maximo (mm), didmetro minimo (mm), comprimento (mm), relacdo polpa caroco, forma,
simetria (Posicdo A), didmetro transversal maximo (Posicdo B), apice, base, mamilo,
presenca de lenticulas, dimensdo das lenticulas e localiza¢do inicial da viragem da
coloracéo do fruto. Na avaliacdo do peso do fruto, verificou-se que este variou de 2,64 e
4,29, tendo sido observadas diferencas significativas entre os diferentes grupos. Valores
semelhantes aos do grupo 2 foram encontrados por Malheiro et al., 2015 para a cultivar
Cobrangosa. Na determinacdo do diametro maximo (mm), verificou-se que este variou de
14,19 mm (grupo2) a 18,02 mm (grupo 5), verificando-se uma diferenca significativa
entre os diferentes grupos. Valores semelhantes aos dos diferentes grupos foram
encontrados por Malheiro et al., 2015 para as cultivares Cobrangosa, Madural e Verdeal
Transmontana. O mesmo efeito foi observado na determinacgéo do didmetro minimo onde
se verificou que grupo 1 foi aguele que apresentou um didmetro minimo mais baixo (5,22
mm) e 0 grupo 4 o maior (12,17 mm). Foram encontrados valores semelhantes aos do
grupo 1 por Malheiro et al., 2015 relativamente a este parametro.

No que respeita ao comprimento, verificou-se que este variou de 18,75 a 21,62
mm, tendo o valor mais baixo sido observado no grupo 2 e o mais alto no grupo 5. E
possivel perceber que os valores obtidos pelos diferentes grupos sdo semelhantes aos
valores obtidos por Malheiro et al., 2015 relativamente a este parametro. Quanto a relacao
polpa carogo, verificou-se que esta foi mais baixa no grupo 2 com um valor de 3,91 e
mais alto no grupo 5 com um valor médio de 5,25. Relativamente a forma, verificou-se
que esta foi ovoide na maioria dos grupos com excec¢do do grupo 5 que apresentou uma
forma esférica. Quanto a forma, todos 0s grupos apresentaram valores muito
homogéneos, sendo que todos foram muito semelhantes aos valores obtidos na cultivar
negrinha de freixo num estudo das cultivares portuguesas efetuado por Peres et al., 2011.

Em relacdo a morfologia, verificou-se que na determinacdo da simetria na
posicdo A, os grupos 1, 3 e 4 apresentaram uma conformacgédo simétrica enquanto os
grupos 2 e 5 apresentaram uma conformacéo ligeiramente assimétricos. J& no diametro

transversal maximo na posicdo B, ndo se observaram diferengas entre os diferentes
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grupos, apresentando uma posicdo maxima na parte central do fruto. Quanto ao apice,
verificou-se que os grupos 1,3 e 4 apresentaram conformacdo pontiaguda enquanto 0s
grupos 2 e 5 apresentaram uma conformacdo arredondada. J4 a base dos frutos dos
diferentes grupos apresentagdo uma conformacéo truncada nao tendo sido observadas
diferencas entre os diferentes grupos. Em relacdo ao mamilo, verificou-se que os grupos
1 e 4 apresentaram mamilo evidente, os grupos 2 e 5 apresentaram mamilo ausente e o
grupo 3 pouco evidente. Na avaliacdo da presenca de lenticulas verificou-se que todos os
grupos apresentaram lenticulas pouco numerosas e de pequena dimensdo. Por fim na
avaliacdo da localizacdo inicial da viragem da coloracdo do fruto, todos os grupos
demonstraram colorag&o uniforme sobre toda a epiderme.

Foi encontrado um estudo semelhante acerca da identificacdo fenotipica e
genotipica de cultivares de oliveira em olivais Espanhois por Reboredo-Rodriguez et al.,
2018. Estudos efetuados por Barranco et al., 2000 demonstram a similaridade entre as

cultivares “Oblonga” e “Frantoio” através das caracteristicas morfoldgicas.
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Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdo dos parametros morfol6gicos avaliados nos frutos dos diferentes grupos.

R R Diametro )
Diametro Diametro . . . Dimensé&o . o
Peso do . . Comprimento Relacéo Simetria transversal . Presenca de Localizagdo inicial
Grupo maximo minimo Forma . . Apice Base Mamilo ; das .
fruto (g) (mm) polpa/carogo (Posicao A) maximo lenticulas ; da viragem
(mm) (mm) . lenticulas
(Posicéo B)
. Uniformemente
» . Pontiag . Pouco
Gl 364+0,72a 1584+141b 522+1,14d 20,40+2,02ab 4,36 £ 0,91ab Ovoéide Simétrico Central Truncada Evidente Pequenas sobre toda a
udo numerosas .
epiderme
o Uniformemente
N Ligeiramente Avrredo Pouco
G2 264+038c 14,19+1,04c 8,30+094c 18,75+149c 3,91+0,70b Ovoéide o Central Truncada  Ausente Pequenas sobre toda a
assimétrico ndado numerosas .
epiderme
. Uniformemente
B . Pontiag Pouco Pouco
G3 305+046b 1430+1,02c 10,38+0,80b 19,75+125b 4,16 +0,67b Ovoéide Simétrico Central Truncada . Pequenas sobre toda a
udo evidente  numerosas .
epiderme
. Uniformemente
N o Pontiag . Pouco
G4 397+057a 16,66+0,95b 12,17+1,05a 21,37+1,07a 4,53 +0,75ab Ovoide Simétrico Central Truncada Evidente Pequenas sobre toda a
udo numerosas )
epiderme
o Uniformemente
» Ligeiramente Arredo Pouco
G5 429+050a 18,02+0,76a 955+1,23b 2162+094a 525+12la Esférica o Central Truncada  Ausente Pequenas sobre toda a
assimétrico ndado numerosas .
epiderme
Valor
<0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 0,0004
prova
(P)

* Letras mindsculas diferentes significam diferencas estatisticas significativas entre grupos, a um nivel de significancia de 5% (ANOVA de uma via seguida pelo teste de

comparagdo multipla de Tukey).
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Na avaliacdo morfologica dos endocarpos (tabela 4), foi avaliado o peso (g),
didmetro méximo (mm), didmetro minimo (mm), comprimento (mm), forma, simetria
(Posicdo A), simetria (Posicdo B), é&pice, base, superficie, nimero de sulcos
fibrovasculares, distribuicéo dos sulcos e a extremidade do apice.

Na avaliacdo do peso do endocarpo, verificou-se que este variou de 0,54 g (grupo
2 a 0,73 g (grupo 4), tendo sido observadas diferencas significativas entre os diferentes
grupos verificando um peso médio de 0,65 g. Foram encontradas algumas semelhangas
entre os valores obtidos nos pesos dos endocarpos dos diferentes grupos e um estudo de
cultivares portugueses efetuado por Peres et al. 2011. O grupo 1, 4 e 5 apresentaram
semelhancas de peso com a cultivar Verdeal Transmontana, o grupo 2 com a cordovil e
0 grupo 3 com a madural. Na determinacdo do diametro méximo (mm), verificou-se que
este variou de 7,61 mm (grupo 2) a 8,58 mm (grupo 4), verificando-se uma diferenca
significativa entre os diferentes grupos. Os grupos 1,4 e 5 apresentaram semelhancas com
a cultivar verdeal transmontana e os grupos 2 e 3 apresentaram semelhangas com as
cultivares cordovil e madural comparando os resultados com o estudo de Peres et al.,
2011. O mesmo efeito foi observado na determinacdo do didmetro minimo onde se
verificou que o grupo 1 foi aquele que apresentou um didametro minimo mais baixo (2,26
mm) e o grupo 4 o maior (6,28 mm). Valores semelhantes foram encontrados por Peres
et al. 2011 onde os valores obtidos no grupo 2 e 5 sdo similares aos valores obtidos na
cultivar negrinha de freixo relativamente a este parametro. Os grupos 3 e 4 apresentaram
semelhancas com os valores da cultivar Cobrancosa e madural do mesmo estudo. No que
respeita ao comprimento, verificou-se que este variou de 14,34 e 15,52 mm, tendo o valor
mais baixo sido observado no grupo 5 e 0 mais alto no grupo 4. Valores semelhantes aos
obtidos foram encontrados no estudo de Peres et al. 2011, nas cultivares Cobrancosa,
madural e negrinha de freixo. Quanto a forma verificou-se que o grupo 5 apresentou uma
forma ovdide enquanto 0s restantes grupos apresentaram uma forma eliptica. Valores
similares foram encontrados num estudo de Peres et al., 2011 em cultivares como a
verdeal transmontana e cobrangosa.

Relativamente a simetria na posicéo A, verificou-se que o grupo 5 foi considerado
ligeiramente assimétrico e todos os restantes grupos foram considerados ligeiramente
simétricos. Ja na avaliacdo da simetria na posicdo B, verificou-se que 0S grupos

apresentaram uma simetria ligeiramente assimétrica com excecdo do grupo 1 que
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apresentou uma simetria simétrica. No que respeita a avaliacdo do apice, verificou-se que
todos os grupos apresentaram um apice pontiagudo. Ja a base dos endocarpos dos
diferentes grupos, verificou-se que os grupos 3, 4 e 5 apresentaram uma base truncada
enguanto os grupos 1 e 2 apresentaram uma base pontiaguda. Na avaliacdo da superficie
dos endocarpos, verificou-se que em todos 0s grupos, 0s endocarpos apresentaram uma
superficie rugosa com um numero médio de sulcos fibrovasculares com uma distribuicéo
de sulcos uniforme. Relativamente & extremidade do &pice, observou-se que 0s grupos 2,
3 e 5, apresentaram mucrao a partir da base enquanto os grupos 1 e 4 ndo apresentaram
qualquer mucréo na extremidade do apice.

Estudos relacionados com a caracterizagdo de cultivares recorrendo a
caracterizagdo morfologica foram efetuados por Pinheiro & Esteves da Silva, 2005; Peres
et al. 2011.
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Tabela 4 - Valores médios e desvio padrdo dos parametros morfoldgicos avaliados nos endocarpos dos diferentes grupos.

NUmero de  Distribuica
Diametro Diametro . . . . . .
Peso do . o Comprimento Simetria Simetria o Superfici sulcos o de sulcos ) o
Grupo maximo minimo Forma L L Apice Base . . Extremidade do pice
endocarpo (g) (mm) (Posicéo A) (Posicéo B) e fibrovascular fibrovascul
(mm) (mm)
es ares
o . . Pontiagu  Pontiagud o . B
G1 0,69+0,14ab 835+053ab 2,69+0,62c 15,07 +144ab  Eliptica simétrico simétrico d Rugosa Médio Uniforme Sem mucréo
o a
. o Ligeirament Pontiagu Pontiagud o . . .
G2 054+0,08 7,61+050c 4,12+1,05b 14,47 +1,02b  Eliptica simétrico o Rugosa Médio Uniforme ~ Com mucréo a partir da base
e assimétrico do a
o o Ligeirament Pontiagu o ) B .
G3 0,60+0,10bc 7,83+0,59bc 5,67 £ 0,632 15,39 +0,81a  Eliptica Simétrico o Truncada  Rugosa Médio Uniforme ~ Com mucréo a partir da base
e assimétrico do
. o Ligeirament  Pontiagu L . .
G4 0,73+0,14a 858+0,70a  6,28+0,81a 15,52 +1,00a  Eliptica Simétrico o Truncada  Rugosa Médio Uniforme Sem mucréo
e assimétrico do
B Ligeiramente  Ligeirament Pontiagu o . . .
G5 0,70+0,11ab 851+047a 4,54+0,84b 14,34 £ 0,62b Ovoide L o Truncada  Rugosa Médio Uniforme ~ Com mucréo a partir da base
assimétrico e assimétrico do
Valor de
prova <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003
)

* Letras minusculas diferentes significam diferencas estatisticas significativas entre grupos, a um nivel de significancia de 5% (ANOVA de uma via seguida pelo teste de

comparacdo multipla de Tukey).
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4.3 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

O FTIR, é um método de caracterizacdo fisico para analise qualitativas e
determinacfes quantitativas de tracos de elementos. Estas determinacdes sdo possiveis
porque os 4&tomos que formam as moléculas possuem frequéncias especificas de vibracéo,
que variam de acordo com a estrutura, composi¢do e 0 modo de vibracdo da amostra. Para
varrer essa gama de frequéncia utiliza-se o infravermelho. A técnica de espectroscopia no
infravermelho tem-se mostrado muito eficaz para a analise de diversos produtos
alimentares, designadamente na determinacdo de gordura, proteina, humidade, fibras,
acucares, amido, entre outras. Por outro lado, permite ter acesso, de forma muito rapida
e simultanea, a um vasto numero de parametros analiticos, com grande reprodutibilidade
e precisdo, utilizando pequenos volumes de amostra. E uma técnica ndo destrutiva, e toda
a informacéo obtida por esta técnica sobre a composicédo quimica do azeite, pode ser usada
como uma ferramenta extremamente Util para o controlo e garantia da qualidade do
produto, ao longo da linha de producdo e durante o seu prazo de validade. Assim, quanto
mais rapida for a determinacdo de um parametro de qualidade diferenciador (quer positivo
quer negativo), mais cedo existe a possibilidade de atuar, quer numa eventual corre¢éo,
quer na selecdo de um produto de melhor qualidade. Para além das vantagens referidas,
estas tecnologias sdo “amigas do ambiente”, visto que ndo envolvem o consumo de
reagentes quimicos dispendiosos e tdxicos, reduzindo desta forma os residuos
laboratoriais. No presente caso, o FTIR foi utilizado como ferramenta para o agrupamento
de plantas de acordo com a similaridade do sinal obtido. Na figura 13 esta representado
um dendrograma de agrupamento com base nos dados obtidos na andlise FTIR dos
diferentes azeites. De acordo com os resultados obtidos, € possivel formar 5 grupos
distintos quando se observa a uma distancia de 24 ou seja, com um nivel de similaridade
de 86%. O grupo 1 é constituido por 17 amostras, 0 grupo 2 por 21 amostras, 0 grupo 3
por 3, 0 grupo 4 por 23 e 0 grupo 5 por 32 amostras conforme demonstrado na figura 14.
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Figura 13 - Dendrogramas obtidos dos sinais obtidos por FTIR em azeites obtidos de oliveiras centendrias da regido do Vale do Cba.
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O agrupamento dentro de cada dendrograma varia apresentando diferente nimero
de amostras dentro de cada grupo. Contudo, tendo em consideracdo as diferentes
ferramentas utilizadas para analise (anélise sensorial, caracterizagdo morfologica e FTIR)
foi efetuada uma contabilizacdo do nimero de amostras que estas ferramentas permitiram
agrupar nos diferentes grupos.

Comparando as amostras presentes nos grupos de cada dendrograma (Figura 15),
verificou-se que apenas 4 das 96 amostras se encontram reunidas no mesmo grupo nos
trés dendrogramas em simultaneo. Comparando as amostras presentes nos dendrogramas
da caracterizacdo morfologica e FTIR, verificou-se que 11 se encontram reunidas no
mesmo grupo nos dois dendrogramas em simultaneo. Quando se compara o dendrograma
da anélise sensorial com o da caracterizacdo morfoldgica verificou-se que o nimero de
amostras reunidas aumentou, foi possivel reunir 15 amostras no mesmo grupo em
diferentes dendrogramas. As ferramentas que permitiram agrupar o maior nimero de
amostras (17) no mesmo grupo em dendrogramas diferentes foram a anélise sensorial e
FTIR.

As amostras que foram agrupadas pelos dendrogramas verifica-se que estas nao
carecem todas de analise genética, pois ja se sabe que pertencem a uma certa cultivar,
dependendo do grupo a que pertencem. As restantes amostras que nao foram agrupadas
por nenhuma combinacdo de dendrogramas, carecem todas de analise genética para
determinar a cultivar a que pertencem. A utilizacdo desta metodologia como
complemento a identificacdo de cultivares é muito Gtil dado que evita despender muito
dinheiro em andlises genéticas pois diminui significativamente o nimero de anélises a

realizar.
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5 Conclusao

No presente trabalho foram estabelecidos grupos homogéneos de plantas que foram
agrupadas de acordo com as suas carateristicas recorrendo a andlise de diferentes
parametros, tais como caracterizacdo morfologica do fruto e endocarpo, anlise sensorial
dos azeites e andlise do azeite por FTIR.

A analise dos resultados separadamente por parametro avaliado, e construcdo de
dendrogramas, permitiu a constituicdo de cinco grupos em cada um dos parametros.
Contudo, esses grupos apenas coincidiram em parte, quando analisados os dados da
avaliacdo sensorial em conjunto com FTIR, com uma coincidéncia de 17 amostras em
grupos similares. Por sua vez a analise dos dados da caracterizacdo morfolédgica dos frutos
com o perfil de azeites obtidos por avaliagcdo sensorial permitiu identificar 15 amostras
em grupos similares.

Os resultados obtidos, apesar de promissores, ndo foram muito conclusivos no
estabelecimento de grupos homogéneos comuns. Por outro lado, estes trabalhos devem
ser complementados com outros para que se possam determinar ferramentas eficazes de

trabalhar com amostras selecionadas e produtoras de azeites diferenciados.
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