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Resumo

A olivicultura apresenta grande importadncia para 0s paises da bacia do
Mediterraneo, pelo seu valor econémico, social e cultural. Em Portugal, a regido de Trés-
0s-Montes é considerada uma das mais importantes regides produtoras de azeites,
ocupando atualmente o segundo lugar na producdo nacional. Na regido os olivais sdo
caracterizados por parcelas pequenas, onde as oliveiras estdo plantadas em modo
tradicional e em regime de sequeiro. Nos Ultimos anos, perante situagfes de clima
extremo, tém-se gerado problemas relacionados com a falta de recursos hidricos,
ocasionando algumas situaces de stresses na producdo das oliveiras. Torna-se assim
necessario encontrar solucdes para mitigar esses efeitos. Varias empresas do sector
agricola comegam a langar no mercado diferentes produtos com efeito protetor, contudo,
pouco ainda se sabe sobre os efeitos na composicéo e qualidade dos produtos da oliveira.
Assim, o presente trabalho teve como objectivo avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes
bioestimulantes a base de extratos de algas em oliveiras da cv. Cobrangosa, ao nivel da
morfologia e atividade antioxidante dos frutos e composicéo e qualidade dos respetivos
azeites. Para isso, em um olival tradicional de Tras-o0s-Montes, selecionou-se 100 plantas,
divididas em 5 blocos com 20 plantas cada, em que foi efetuada aplicacdo dos
bioestimulantes (T1) e-Dalgin, (T2) Fitoalgas Green (T3) Algaman Be (T4) Dalgin Mg.
Nos frutos e endocarpos avaliou-se 0 peso, didmetro e comprimento. Através dos extratos
metanolicos das azeitonas determinou-se a atividade antioxidante pelos métodos DPPH,
fenois totais e poder redutor. Nos azeites, avaliou-se os parametros de qualidade (acidez,
indice de peroxidos, K232 e Kasg), 0 perfil sensorial, assim como a estabilidade oxidativa
e a atividade antioxidante (DPPH, ABTS e fenois totais). Nos frutos e endocarpos apenas
T3 (Algaman B) respondeu significativamente. A atividade antioxidante através do
DPPH variou de 42,86% a 34,48%, fenois totais 38,68 a 37,11 mg &c. Galico/g de amostra
e poder redutor 123,66 a 104,64 mg Trolox/g de amostra. Nos azeites, os valores obtidos
por meio dos parametros de qualidade permitiram classifica-los como azeite virgem extra.
A estabilidade oxidativa ndo apresentou diferencas significativas nos tratamentos
variando de 21,9 a 22,8 horas. Na atividade antioxidante o tratamento com Fitoalgas
Green obteve os menores valores. Os azeites apresentaram maior sensacdo de amargo e
picante. Verificou-se também que a aplicacdo de bioestimulantes levou a um decréscimo
da sensacéo de frutado e sensacdes de outros frutos.
Palavras chave: Mitigacdo; Extratos de algas; Atividade antioxidante; Parametros de

qualidade; Analise sensorial;
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Abstract

Olive growing has great importance to the countries of the Mediterranean basin,
due to its economic, social, and cultural value. In Portugal, the Tras-os-Montes region is
considered one of the most important olive oil-producing regions, currently holding
second place in national production. In the region, the olive grove are characterized by
small plots where the olive trees are planted in the traditional way and in a rainfed system.
In recent years, faced with situations of extreme weather, problems related to the lack of
water resources have been generated, causing some stress situations in the production of
olive trees. It is therefore necessary to find solutions to mitigate these effects. Several
companies in the agricultural sector are starting to launch different products with a
protective effect on the market, but little is known about the effects on the composition
and quality of olive products. Thus, the present work aimed to evaluate the effect of
applying different biostimulants based on seaweed extracts in olive trees of cv.
Cobrancosa, in terms of fruit morphology and antioxidant activity and composition and
quality of the respective olive oils. For this, in a traditional olive grove in Tras-os-Montes
region, 100 plants were selected, divided into 5 blocks with 20 plants each, in which the
biostimulants were applied (T1) e-Dalgin, (T2) Fitoalgas Green, (T3) Algaman B and
(T4) Dalgin Mg. In the fruits and endocarps, the weight, diameter, and length were
evaluated. Through the methanolic extracts of the olives, the antioxidant activity was
determined by the DPPH methods, total phenols, and reducing power. In the oils, the
quality parameters (acidity, peroxide index, K232 and Kzgs), the sensory profile, as well as
the oxidative stability and antioxidant activity (DPPH, ABTS and total phenols) were
evaluated. In fruits and endocarps only T3 (Algaman B) responded significantly.
Antioxidant activity through DPPH ranged from 42.86% to 34.48%, and total phenols
from 38.68 to 37.11 mg ac. Gallic/g of sample and reducing power 123.66 to 104.64 mg
Trolox/g of the sample. In olive oils, the values obtained through the quality parameters
allowed classifying them as extra virgin olive oil. Oxidative stability did not show
significant differences in treatments ranging from 21.9 to 22.8 hours. In the antioxidant
activity, the treatment with Fitoalgas Green obtained the lowest values. The olive oils
showed a greater sensation of bitterness and pungency. It was also found that the
application of biostimulants led to a decrease in the fruity sensation and sensations of
other fruits.
Keywords: Mitigation; Seaweed Extract; Antioxidant activity; Quality Parameters;

Sensory Analysis;






CAPITULO |

Introducao



1. Introducéo

A oliveira (Olea europaea L.) é considerada uma cultura de maior expressdo na
Bacia do Mediterraneo, apresentando uma grande importancia econémica e sociocultural
para muitos paises. SO a Unido Europeia € detentora de 73% da producdo mundial de
azeite (Peres et al., 2017) o que justifica a sua relevancia. O seu cultivo é antigo,
compreendendo quase 6000 anos e sua zona de origem engloba o Sul do Caucaso
incluindo planicies do Ird, Palestina, costa da Siria, expandindo-se do Chipre ao Egito até
0s paises do Mediterraneo (Coutinho et al., 2009). De acordo com Gongalves (2014) ¢é
uma planta com origem na Asia menor e teve sua distribuicdo espalhada na regido do
Mediterraneo por meio das invasdes e trocas comerciais que ocorreram nesta area.

O cultivo de oliveiras a nivel global esta proximo de 750 milhdes de plantas,
sendo que 98% da area total, 99% das arvores em producédo e 99% da producéo total de
azeitonas estd concentrada nos paises da bacia do Mediterraneo e do Oriente Médio
(Ghanbari et al., 2012) . Os paises que se destacam na producdo de azeite sdo a Espanha,
Italia, Grécia, Tunisia, Turquia, Marrocos e Portugal (Filoda et al., 2021).

Em Portugal, a oliveira encontra-se dispersa ao longo de todo o territorio com
principal presenca em regides do interior. Tras-os-Montes é considerada uma das mais
importantes regides produtoras de azeite. Segundo o Instituto Nacional de Estatistica
(2022a) no ano de 2021, a mesma contava com uma area de oliveira plantada de 81 610
hectares. Delimitada pela provincia do Minho (oeste), Douro (sul), rio Douro (leste) e
Espanha (norte) e devido ao clima ser caracterizado como sub-atlantico ou continental e
mediterraneo, a regido recebe algumas designagdes como “Terra Fria de Planalto”, “Terra
Fria de Montanha”, “Terra Fria de Alta Montanha” e “Terra Quente (Gongalves &
Gaivdo, 2021). No que diz respeito a producao de azeite de Tras-0s-Montes, 0 modo de
producdo semi-intensivo, ocupa apenas 35% da area nacional de olival (Fernandes-Silva
et al., 2018). A restante aréa é ocupada por olivais tradicionais e por olivais intensivos.
No que respeita aos produtos derivados da azeitona, estes estdo ganhando importancia,
pelas suas caracteristicas sensoriais exclusivas que apresenta, além das vantagens que
proporcionam na saude pelo seu consumo (Sousa et al., 2015). O azeite assim como a
azeitona de mesa sdo produtos que fazem parte da dieta mediterranea (Gouvinhas et al.,
2017). A produgdo, bem como o consumo de azeite no mundo, tem crescido
significativamente nos ultimos tempos, isso porque 0 mesmo se destaca dentre outros
tipos de Gleos vegetais e gorduras, como o mais saudavel (Sousa et al., 2013). A

composi¢do dos azeites é diversificada, sendo mais de 230 compostos presentes em sua
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constituicdo, como por exemplo, os 4alcoois alifaticos e triterpénicos, esterois,
hidrocarbonetos, compostos volateis além de compostos fendlicos (Souza et al., 2022).
Segundo Freitas et al., (2022) na composicdo do azeite existem certos
antioxidantes naturais que colaboram na melhoria da qualidade de vida de quem faz o seu
consumo, sendo estes as clorofilas, carotenoides, compostos fendlicos e tocoferois.
Contudo, a sua composicao vai-se alterando em fun¢do das condicBes edafoclimaticas
durante a produgdo. As alteragdes climaticas tém sido uma constante ao longo dos
tempos. No ultimo século, o ritmo a que ocorreram sofreu uma forte aceleracdo, com
tendéncia a agravar os seus efeitos num futuro proximo. A ocorréncia de ondas de calor
e secas sdo fendmenos cada vez mais frequentes, com fortes impactos nos
agroecossistemas levando a perdas agricolas. No entanto, tém surgido alguns produtos no
mercado gque ajudam a mitigar o efeito de stresses abidticos nas plantas nomeadamente
produtos obtidos de extratos de algas Ascophyllum nodosum que estdo sendo usados como
bioestimulantes na agricultura (Galindo et al., 2015) e também de Ecklonia maxima.
Vérios trabalhos relatam que o emprego dos bioestimulantes na agricultura vem
aumentando com intuito de auxiliar na producdo agricola (Santini et al., 2015) . A sua
utilizacdo nas plantas pode proporcionar aumento na absor¢do de agua e também de
nutrientes, como pode auxiliar na resisténcia aos stresses hidricos (Galindo et al., 2019) .
Na olivicultura, a utilizacdo dos bioestimulantes ainda é reduzida, sendo
escassas as informacdes acerca dos beneficios da aplicacdo com intuito de atenuar os
impactos dos stresses bidticos e abidticos (Dias et al., 2022a). Existe escassa informacéo
acerca de seus efeitos a nivel da planta, bem como sua influéncia na composicdo e
qualidade do fruto e azeite. Nesse sentido, o presente trabalho tem por objetivo geral
avaliar o efeito da aplicacdo de bioestimulantes comerciais a base de algas ao nivel da
morfologia, e composicao quimica dos frutos e respetivos azeites da cv. Cobrangosa.
Como objetivos especificos, a presente dissertacdo pretende avaliar o efeito da
aplicacdo de bioestimulantes na:
-Morfologia do fruto e respetivo endocarpo;
-Composicdo quimica do fruto por meio da andlise dos fendis individuais e
atividade antioxidante.
-Qualidade e composicéo dos azeites, através da determinacdo da acidez, indice
de perdxido e coeficiente de extingdo especifica, analise sensorial descritiva,
estabilidade oxidativa pelo método rancimat, determinag&o dos antioxidantes e

fendis individuais.



A dissertacdo encontra-se estruturada em cinco partes distintas. Na proxima
secdo faz-se uma breve abordagem bibliografica da cultura da oliveira e do efeito que as
alteracOes climaticas tém sobre esta cultura assim como do uso de bioestimulantes na
mitigacdo de problemas causados pelo calor (Capitulo 2). O terceiro capitulo é destinado
ao material e métodos onde é mostrado o desenho experimental assim como as
metodologias aplicadas para a execucdo deste trabalho. No quarto capitulo sdo
apresentados os resultados do presente trabalho, procedendo-se a sua discussao.
Apresentam-se também, as conclusGes (Capitulo 5) e apontam-se sugestbes para a

possivel continuacdo do trabalho no futuro.



CAPITULO II

Referencial tedrico



2. Referencial tedrico
2.1. A cultura da oliveira

A oliveira, faz parte da familia Oleaceae a qual abrange espécies espalhadas em
zonas tropicais e temperadas do planeta (Coutinho, 2015) mas € a unica dentro da familia
que produz frutos comestiveis (Oliveira et al., 2021). O seu diferencial em relacéo a outras
frutiferas, estd no seu tempo de vida, podendo atingir centenas de anos (Pacetta, 2013).
De acordo com Bracci et al., (2011), “A oliveira é a segunda fruta oleaginosa mais
importante cultivada em todo mundo, depois do dendé”. Atualmente, os paises da bacia
do Mediterraneo cultivam 98% das azeitonas (Torres et al., 2017). Na Europa, os paises
que se destacam na producdo da oliveira sdo Portugal, Espanha, Franca, Italia e Grécia
(Wrege et al., 2015a). A oliveira € uma cultura que tem relevancia no setor econémico,
quer para a extracdo de azeite, na producdo de azeitona de mesa e na composicdo e
protecdo da paisagem local (Sales et al., 2020).

Classificada como planta perene e lenhosa, de porte médio, com cerca de 4 a 8
metros de altura, é uma frutifera que tem preferéncia por clima temperado (Saloméo,
2019). No entanto, de acordo com Coutinho et al., (2009) o seu cultivo é realizado em
zonas semidaridas do mediterraneo, com altas temperaturas e pouca chuva no verao, em
torno de 250 a 550 mm durante o ano. Destaca-se por ser uma espécie robusta que tem
boa adaptabilidade para as condi¢fes edafoclimaticas presentes na regido mediterranea
(Goncalves, 2016). Seu tronco apresenta diametro expressivo, sendo na maioria das
vezes, dobrado e torcido (Hashmi et al., 2015). Suas folhas sdo classificadas como
simples com formato eliptico ou lanceolada, apresentando de 5 a 7 cm de comprimento e
1,0 a 1,5 cm de largura, além de apresentar coloracdo verde-escura na face adaxial e
esbranquicada na face abaxial (Oliveira et al., 2003), além de serem coriaceas e ter
cuticula grossa (Wrege et al., 2015b). No que diz respeito a florescéncia, esta pode
apresentar de 15 a 30 flores com coloragdo branco cremoso e de tamanho pequeno
(Therios, 2009). Em relacéo ao fruto, a azeitona é considerada uma drupa em formato
oval tendo tamanho de 2 a 3 cm e com 3,0-6,5 de proporcao polpa por carogo, sendo que,
0 epicarpo, mesocarpo e endocarpo sao as trés partes que compde o fruto (Ghanbari et
al., 2012). Apresenta sabor amargo forte que decresce ao longo do amadurecimento
(Conte et al., 2020). O seu tamanho pode variar de acordo com a cultivar, podendo o fruto
pesar de 1 a 10 gramas (Nazir et al., 2022). A sua colheita ocorre de outubro a janeiro (no
hemisfério norte), variando de acordo com as condicGes climaticas de cada ano (Serrano

et al., 2016). A producéo do fruto ocorre em plantas com idade de 3 a 4 anos, no entanto,
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0 Optimo de producéo so é alcancado em oliveiras com 12 a 20 anos de idade dependendo
da cultivar (Ozturk et al., 2021). A oliveira apresenta ciclo bienal, em que no primeiro
ano ocorre a producéo dos botdes e inducéo floral e a floracdo, frutificacdo, crescimento
bem como o desenvolvimento do fruto acontecem apenas no segundo ano (Duarte et al.,
2015). Em Portugal, a oliveira € uma cultura com grande importéancia e tradi¢do. Nos
ultimos anos, tem-se verificado a plantagdo de novos olivais sobretudo olivais de alta
densidade. Continuando a este ritmo, nos proximos 10 anos, Portugal pode ser
considerado o terceiro maior produtor de azeite, em razdo das modernizacdes ocorridas
nos olivais (Sales et al., 2020). S6 no ano de 2021 a producdo de azeite no pais foi
considerada a maior dos Ultimos anos, sendo estimada em 2,29 milhdes de hectolitros
(INE, 2022b). O diferencial do setor oleicola portugués estd na existéncia de vérias
cultivares autoctones, apresentando ampla variedade em importantes regifes de cultivo
(Rodrigues et al., 2023). A Cobrancosa é considerada a mais importante cultivar para a
producdo de azeites nesta regido (Sousa et al., 2014), tendo uma representatividade de
30% do total (Fernandes-Silva, et al., 2018). De acordo com Peres et al., (2011) as
caracteristicas de clima e solo aliadas as cultivares e praticas culturais desta regido,
favorecem o cultivo de azeitonas e azeites produzidos com caracteristicas exclusivas e de

Optima qualidade.

2.2. Composicao e qualidade do azeite

Caracterizado como o Gleo proveniente dos frutos da oliveira, o azeite é obtido
exclusivamente por processos mecanicos (Silva et al., 2019), reconhecido como um
produto com elevada qualidade sendo um dos 6leos mais apreciados no mundo (Mello &
Pinheiro, 2012; Bouarroudj et al., 2016). O azeite é considerado um dos pilares da dieta
mediterranica, gracas a sua composicdo em acidos gordos monoinsaturados e pelo seu
elevado poder antioxidante responsavel em proporcionar varios beneficios para a saide
(Brito et al., 2019). O azeite apresenta outros constituintes na sua composi¢do. Encontra-
se dividido em fracdo saponificavel (compreendendo cerca de 98% do seu peso total) e
pela fracdo insaponificavel (Silva, 2008). A fracdo saponificavel € constituida
principalmente pelos triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos, fosfolipidios, ésteres
de esterdis e também por acidos gordos (Castillo-Luna et al., 2022). Os triglicerideos ou
triacilgricerois sdo classificados como triesteres de acidos gordos e glicerol (Da Silva
Bragueroli et al., 2019). Na composic¢do do azeite o &cido gordo de maior predominancia

é 0 acido oleico (55%-83%), seguido pelo acido palmitico (7,5%-20%), acido linoleico
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(3,5%-21%) e também pelo &cido estearico (0,5%-5%) (Portarena et al., 2019). Wani et
al., (2018) ressaltam que a caracterizagdo do perfil dos &cidos gordos se altera de acordo
com o indice de maturacdo, sendo que o &cido oleico € 0 que se expressa em todos 0s
estagios da maturacdo. J& no estagio verde, os acidos que estdo em maior presenca € 0
acido palmitico e oleico, enquanto, os acidos palmitico, estearico e linoleico prevalecem
no estagio maduro.

Ja a fracdo insaponificadvel compreende um total de 2% da massa total do azeite,
sendo constituida por ceras, hidrocarbonetos, pigmentos, compostos fenolicos, esterdis,
tocoferois, compostos volateis e aromaticos (Ferreira, 2012). Mesmo estando em uma
fracdo menor no azeite, esses constituintes determinam a sua qualidade (Ozdemir et al.,
2018). Existem dois hidrocarbonetos principais no azeite, sendo o escaleno e -caroteno
(Jimenez-Lopez et al., 2020). O escaleno é considerado um terpendide que esta presente
em mais de 90% dessa fracdo (Gouvinhas et al., 2017). No que diz respeito as cores verde
e amarelo do azeite, esta é influenciada pela existéncia de clorofilas e carotendides
(Boskou et al., 2006). O pigmento de clorofila de mais importancia é a clorofila a e
posteriormente a clorofila b (Montealegre et al., 2010). Feofitinas “a” e “b”, produtos da
oxidacdo das clorofilas, também se fazem presente (Lozano-Sanchez et al., 2010). Os
carotendides também sdo constituintes dos azeites, sendo que a luteina e f-caroteno sdo
considerados os mais importantes (Aparicio-Ruiz & Gandul-Rojas, 2014). O p-caroteno
tem funcdo antioxidante, podendo impedir a oxidacgdo dos lipidios (Samaniego Sanchez
et al., 2007). Os compostos fendlicos apresentam funcéo relevante no que diz respeito as
propriedades nutricionais, nos atributos sensoriais, bem como na durabilidade dos azeites
(Zhang et al., 2022), além de colaborarem com as caracteristicas organoléticas (Miho et
al., 2021). Os esterois podem estar na forma livre ou esterificado junto aos acidos gordos
(Cunha et al., 2006). O entendimento sobre eles é de suma relevancia no que diz respeito
a analise na qualidade nutricional e também no controlo da sua qualidade, por servir de
parametro na detecdo de provaveis fraudes (Alvez et al., 2005). Os tocoferdis, sobretudo
o a-tocoferol, sdo constituintes relevantes no azeite e também colaboram para o valor
nutricional (Malheiro et al., 2009). Os tocoferois e tocotrienois auxiliam na estabilidade
oxidativa, principalmente a fim de impedir a oxidacdo de acidos gordos insaturados
(Machado et al., 2018). Além disso, os tocoferdis a, 3, y € & € os tocotrienois a, 3, y € &
constituem a vitamina E (Montealegre et al., 2010). Compostos volateis como aldeidos,
alcoois, ésteres, hidrocarbonetos, cetonas, furanos sao responsaveis pelo aroma do azeite
(Kalua et al., 2007).



Determinados compostos auxiliam na formacdo de um azeite com caracteristicas
Unicas (Boskou et al., 2006). De acordo com Lopez et al., (2014) a fragdo insaponificavel
coopera com as propriedades especificas do azeite virgem, sobretudo para a estabilidade
oxidativa e sabor particular, assim como para a cor. Fatores como cultivar, temperatura e
indice de maturacédo apresentam influéncia em determinados parametros que determinam
a qualidade dos azeites (Melo-Abreu et al., 2012). As caracteristicas fisico-quimicas do
azeite alteram-se perante a classe de solo, o clima, os sistemas culturais, cultivar, indice
de maturacdo da azeitona e pelos métodos de extracdo (Cardoso et al., 2010). Nos ultimos
anos, as condi¢es climaticas sao os principais fatores que influénciam em determinados

parametros.

2.3. Problemas da oliveira face as alteracoes climaticas

A principal problematica na agricultura no século XXI sdo as mudancas
climéticas a nivel global, pelo fato que seus efeitos negativos estdo a provocar alteracdes
nas multiplas atividades econdmicas espalhadas por todo o0 mundo (Carlos et al., 2019).
De acordo com Brito et al., (2019), as alteracGes climaticas podem comprometer o
desenvolvimento bem como a produtividade das culturas (Mairech et al., 2021). De uma
maneira geral, perante estas condic¢Ges climaticas, as plantas podem sofrer com o déficit
hidrico aliado a altas temperaturas e radiacdo solar e pouca humidade atmosférica,
condicdes essas que podem comprometer o crescimento e o desempenho produtivo das
mesmas (Silva, 2008). Na oliveira, o clima, temperatura, pluviometria e a humidade
relativa, séo fatores que dificultam o seu crescimento e desenvolvimento (Costa et al.,
2019). Constantemente as oliveiras sdo expostas a temperaturas elevadas e ao déficit
hidrico em regibes aridas e semiaridas (Guo et al., 2018). Portugal ndo é excecdo dessas
alteracdes. Os olivais portugueses estao sujeitos aos stresses térmicos e hidricos ao longo
do seu crescimento sazonal, sobretudo em areas do interior do pais durante a estacdo do
verdo (Fraga et al., 2020). Mesmo que as oliveiras apresentem capacidade para suportar
niveis extremos de stresse hidrico, o crescimento das plantas e brotos, além do
desenvolvimento das folhas e formacdo do fruto, sdo prejudicados pela seca (Arenas-
Castro et al., 2020), além de ocorrer decréscimo na floragdo e na frutificacdo (Fraga et
al., 2020). Segundo Proietti et al., (2013) a diminuicéo na fotossintese foliar ocasionada
pelo déficit hidrico, reduz a taxa de crescimento bem como a producéo final das azeitonas,

provocando maiores alternancias de produgdo. As consequéncias das alteracBes



climaticas tornam-se desafiadoras na garantia da sustentabilidade da olivicultura
(Mairech et al., 2021).

2.4. Solucgbes usadas para minimizar os efeitos da seca

As alteracdes climaticas tém provocado novos grandes problemas no sector
produtivo. Face as estas alteragcBes, novas técnicas de cultivo precisam de ser
implementadas e adequadas as novas situacdes de clima extremo, visto que 0s stresses
abidticos comprometem o crescimento, desenvolvimento, bem como 0S processos
metabolicos das culturas, o que implica em baixo rendimento e baixa qualidade da
producdo (Romero et al., 2021). A seca é um dos stresses abi6ticos mais comuns sentido
pelas alteracdes do clima. E o principal fator responséavel por perdas na produtividade das
culturas (Bantis & Koukounaras, 2022). A maior parte das regides do Mediterraneo onde
existe o cultivo da oliveira, estdo sujeitas a periodos de escassez hidrica (Ennajeh et al.,
2010), aliado a temperaturas e intensidade de luz elevadas, sobretudo no verdo (Petridis
et al., 2012). E importante implementar novas estratégias a fim de favorecer a as
condicdes produtivas das oliveiras expostas em situacdes de déficit hidrico, e assim,
impedir que o seu desenvolvimento e produtividade ndo diminua, perante as alteracdes
climaticas sobretudo provocadas pela seca (Tekaya et al., 2022).

A utilizacdo de produtos como os bioestimulantes pode ser um meio de
contribuicdo para gque as plantas em geral ndo sofram com os stresses abioticos, ja que 0s
mesmo, operam no incremento hormonal e nutricional (Oliveira et al., 2016). Os
bioestimulantes fornecem uma nova perspetiva para a regulacéo e alteracao dos processos
fisiologicos nas plantas a fim de promover o crescimento, minimizar os problemas
ocasionados pelo stresse e elevar a produtividade das mesmas (Yakhin et al., 2017). O
Regulamento (UE) 2019/ 1009 do Parlamento Europeu e do Conselho de 5 de junho de
2019 define os bioestimulantes para as plantas como sendo produtos com capacidade de
favorecer os processos de nutricdo sem ter em conta a quantidade de nutrientes do
produto, tendo como foco principal proporcionar uma melhor eficiéncia no uso dos
nutrientes, tolerancia diante dos stresses abioticos, além do aumento na disponibilidade
dos nutrientes no solo ou na rizosfera. Diferentemente dos fertilizantes, os
bioestimulantes ndo fornecem nutrientes de modo direto, no entanto, podem proporcionar
as plantas uma melhor capacidade de absorver e assimilar nutrientes, além de auxiliar na

tolerancia aos stresses abidticos (Corsi et al., 2022).
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Na atualidade, estdo disponiveis no mercado alguns tipos de bioestimulantes,
podendo ser na forma liquida, p6é ou granulado, ambos aplicados via foliar por aspersao
ou ser aplicado na zona radicular (Dias et al., 2022b). Os bioestimulantes podem ter
diversas fontes, podendo ser obtidos a partir de algas marinhas, hidrolisados de proteinas,
microrganismos e substancias hdmicas (Corsi et al., 2022). Na oliveira, ja foram
desenvolvidos alguns estudos com a utilizacdo de bioestimulantes & base de hidrolisados
de proteinas aplicado em oliveiras jovens da cultivar Leccino, no qual foi possivel
verificar um crescimento significativo das plantas perante o controlo (Almadi et al.,
2020). Outros bioestimulantes criados a base de extratos de algas marinhas vém
apresentando uma insercao significativa no setor agricola nesses Gltimos tempos, isso
porque apresentam em sua composicdo, uma combinacdo de polissacarideos,
micronutrientes, bem como hormonas de crescimento vegetal, assim, funcionando como
bioestimulantes (Shahrajabian et al., 2021; Zielewicz et al., 2021). Mesmo em
concentragfes menores, 0s extratos de algas podem provocar diversas reacées fisiologicas
na planta em geral, pelo estimulo de crescimento, melhora na floragdo e no rendimento
(Battacharyya et al., 2015). Dentro dos diferentes tipos de extratos de algas, destaca-se o
Ascophyllum nodosum, uma variedade de alga marinha que tem sua distribui¢cdo no
Oceano Atlantico Norte e que mais tem sido empregada como bioestimulantes (Bajpai et
al., 2019). Apresenta na sua composicao alguns compostos como acido alginico, lipidios,
manitol, proteinas, fibras, fucoidanos, fendis, além de conter pigmentos, vitaminas,
hormonas e enzimas (Pereira et al., 2020).

Varios produtos a base de A. nodosum estdo disponiveis ho mercado, como por
exemplo o Dalgin Mg, que apresenta em sua constituicdo 60 macro e micronutrientes,
além de hidratos de carbono, aminoacidos e promotores de crescimento de crescimento
naturais. A sua aplicacéo é feita por via foliar e € um produto recomendado para a cultura
da oliveira (Hubel Verde, 2017b). Outro produto é o e-Dalgin, sendo constituido em
100% de extrato de alga a base de A. nodosum, apresentando uma fonte natural tanto de
macro e micronutrientes, bem como aminoacidos e hidratos de carbono, promotores de
crescimento e € indicado para aplicacOes foliares (Hubel Verde, 2015). Fitoalgas Green
também é um produto 100% a base de alga A. nodosum, sendo constituido pelo extrato
puro desta alga e que apresenta diversos beneficios quando aplicado nas plantas,
incluindo auxilio na resisténcia a seca, protecdo das plantas devido ao danos ocasionados
pelos stresses, induz a melhoria da floracdo e vingamento, proporcionando aumento na

qualidade da producdo entre outras vantagens (Tradecorp, 2020). O bioestimulante
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Algaman B ¢é formulado a partir de extrato de alga Ecklonia maxima e boro, promovendo
0 crescimento de tecidos nas plantas, seja radiculares ou reprodutivos, além de apresentar
atividade repelente as plantas contra insectos tambeém auxilia na resisténcia da planta a

temperaturas baixas e outros agentes causadores de stress (Hubel Verde, 2017a).
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CAPITULO Il

Material e métodos



3. Material e métodos
3.1. Caracterizacdo da &rea de estudo e estabelecimento dos ensaios de campo

O ensaio foi realizado num olival tradicional da Terra Quente Transmontana,
localizado em Sucées no Concelho de Mirandela, Portugal nas coordenadas 41°30°7.81
N e 7°15°0.77W. As plantas do olival eram todas da cultivar Cobrangosa e tinham
aproximadamente 20 anos com um espagamento de plantagdo de 7x7 metros. A parcela
selecionada tinha aproximadamente 1,5ha de area e encontrava-se em regime de sequeiro.

Para a realizacdo do ensaio, selecionaram-se 100 plantas constituindo cinco
blocos com 20 plantas cada (Figura 1). Para cada bloco foi realizado um tratamento, sendo
o controlo (C), pulverizado apenas com &gua, tratamento 1 (T1) com e-Dalgin (2mL/L),
tratamento 2 (T2) com Fitoalgas Green (1mL/L), tratamento 3 (T3) com Algaman B
(2mL/L) e tratamento 4 (T4) com Dalgin Mg (2,5mL/L). Os produtos utilizados no
tratamento 1, 3 e 4 foram fornecidos pela empresa Hubel Verde, empresa especializada

na prestacao de servicos e venda de produtos de engenharia e tecnologia agronémica. Ja
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Figura 1 Caracterizacdo da area onde foram aplicados os bioestimulantes.

Foram efetuadas duas aplicacdes com a utilizacdo de um pulverizador manual.
A primeira aplicacdo foi feita a 02 de maio de 2022 e a segunda no dia 15 de junho,
totalizando um intervalo de 44 dias. Foram depois feitos os tratamentos normais que se
efetuam no olival durante o seu ciclo de crescimento. A colheita das azeitonas foi
realizada no dia 30 de outubro de forma totalmente manual. Uma parte das azeitonas
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colhidas foi utilizada para determinacdo da biométrica e posteriores analises da atividade

antioxidante e o restante foi encaminhada para a extragdo de azeite.

3.2. Biometria das azeitonas

Em laboratdrio selecionou-se 40 frutos por arvore num total de cinco arvores
cada tratamento. A biometria dos frutos e endocarpos foi realizada mediante os
parametros biométricos estabelecidos por UPOV (UPOV, 2011), com a utilizacdo de 40
azeitonas selecionadas aleatoriamente. A pesagem do fruto ocorreu por meio de balanca
analitica, o comprimento e didmetro maximo foram determinados com auxilio de
craveira. Posteriormente, as azeitonas foram descarocadas para a retirada dos endocarpos
e atraves deles, realizar sua pesagem, medi¢do do comprimento e do didmetro méximo.

A polpa removida foi congelada e posteriormente liofilizada para proceder-se a

determinacéo da atividade antioxidante.

3.3. Anédlise da atividade antioxidante dos frutos

A determinacdo da atividade antioxidante dos frutos foi efetuada a partir de
extracGes metandlicas. Posteriormente, a atividade antioxidante foi avaliada utilizado as
metodologias DPPH, fendis totais e poder redutor. Cada extracao e anélise foi feito em
duplicado.

3.3.1. Extratos vegetais

A obtencdo dos extratos deu-se a partir de 1,5 gramas de amostra liofilizada, na
qual foi pesada em balanca e colocada em gobelés de 150 mL e adicionado 50 mL de
metanol como solucdo solvente, tal mistura foi submetida ao processo de agitacao
mecanica durante o periodo de 1 hora (figura 2). Apds esse tempo, o extrato foi filtrado
atraveés de papel de filtro Whatman N°. 4 para um baldo de fundo redondo de 250mL
devidamente protegido com papel aluminio. Este procedimento foi repetindo este mais
duas vezes. Os extratos combinados foram evaporados a 35 °C num evaporador rotativo
(Stuart RE 3000).
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Figura 2 Processo de extracdo dos compostos antioxidantes

A determinagdo da massa do extrato foi obtida por meio do célculo da diferencga
do peso final do baldo com o peso inicial do mesmo, assim sendo adicionado metanol
para se obter uma concentracdo de 100 mg de extrato/mL. A amostra foi armazenada em

tubo de falcon de 15 mL (figura 3), com respetiva identificacdo em frigorifico.

Figura 3 Amostra de extrato

3.3.2. Determinacdo do efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-
1picrilhidrazilo (DPPH)

A andlise da atividade antioxidante de extratos por meio da determinacdo do
efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), foi executada
levando em consideracdo a metodologia descrita por Hatano et al., (1988). Para tal,
utilizou-se 300 pL da amostra (para o branco foi usado 300 pL de metanol) com 2,7 mL
de solucdo de DPPH (2,4 mg de DPPH em 100mL de metanol), em tubos de ensaio e
posteriormente foi realizada a agitacdo em vortex e deixados em escuro durante o periodo
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de uma hora. A acdo antioxidante dos extratos pode ser analisada por meio da mudanca
de cor da amostra que passa a ser amarelada, isso porque a solucdo DPPH apresenta cor
roxa (Vicentino & Menezes, 2007). Ao fim desse periodo realizou-se a leitura das
absorvancias em espectrofotometro (Genesys™ 10 UV) a 517nm. A percentagem de

inibicdo foi calculada seguindo a formula:

Apppy — Ay .

% de inibicdo = 100

ADPPH

a ApppH representa a absorvancia da solucdo DPPH, ou seja, 0 branco, e Aa considera a

absorvancia da solucdo contendo o extrato.

3.3.3. Fenois totais

A avaliagdo dos fendis totais foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Singleton & Rossi (1965). Para tal, misturou-se 1 mL da amostra (branco
com metanol) com 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e procedeu-se a agitacdo em
vortex, e deixou-se em repouso durante trés minutos. Posteriormente, foi acrescentado 1
mL de Na,COs saturado com 7,5 mL de &gua destilada e realizada novamente a
homogeneizacdo da amostra e em seguida colocada no escuro pelo tempo de 1 hora e 30
minutos. Apos esse periodo, as leituras foram feitas num espectrofotometro ultravioleta
(Genesys™ 10 UV) a 725 nm. Os resultados foram expressos em mg de &cido galico/mg

de amostra.

3.3.4 Poder redutor

A determinacédo do poder redutor foi baseada na metodologia descrita por Berker
et al., (2007). Nesse sentido, 1 mL da amostra foi incorporada com 2,5 mL de solucéo
tampdo com pH em 6,6 e 2,5 mL de ferricianeto de potassio a 1%, sendo incubada durante
20 minutos a uma temperatura de 50°C. Apds arrefecimento, procedeu-se a adi¢éo de 2,5
mL de acido tricloroacético a 10% e agitacdo por meio de vortex. Posteriormente, foi
recolhido 2,5 mL de sobrenadante e adicionado com 2,5 mL de &gua destilada juntamente
com 0,5 mL de cloreto de ferro (111). Realizou-se a agitagdo em vortex e passado dois
minutos, as leituras das absorvancias foram executadas através do espectrofotometro

ultravioleta a 700 nm. Os resultados séo apresentados em mg Trolox/g de amostra.
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3.4. Avaliacao da composicao do azeite
3.4.1 Colheita das azeitonas

A colheita das azeitonas ocorreu no dia 30 de outubro. Para tal, foram colhidos,
2-3 kg de frutos, manualmente, para caixas perfuradas, devidamente identificadas de
acordo com o tratamento correspondente em temperatura ambiente. As azeitonas foram
colhidas no indice de maturacgdo entre dois (M1 2) e trés (MI 3), que foi determinado de
acordo com as diretrizes do Conselho Oleicola Internacional (COIl, 2011).

O manuseio das mesmas era efetuado cuidadosamente para nao ocasionar danos

aos frutos.

3.4.2 Extragdo Abencor

A extracdo dos azeites de cada planta foi realizada conforme descrito por
Rodrigues et al., (2020). Os frutos foram processados nas primeiras 24 horas apés a
colheita, numa planta piloto de extracdo com um analisador Abencor (Comercial
Abengoa S.A., Sevilha, Espanha) com trés unidades principais:

Moinho (moinho de martelo MM100 da MC2., Sevilha, Espanha; com um crivo
de 5,5 mm de diametro e um motor monofésico de 1,5 kW);

Termobatedor (Thermo-Mixer TB-100 da MC2., Sevilha, Espanha; com 8
orificios de trabalho e 8 panelas de mistura com regulacdo de temperatura e hélices
individuais para misturar a pasta), onde a malaxagdo ocorre a temperatura controlada;

Centrifuga (Centrifugal Machine CF-100 da MC2., Sevilha, Espanha; com 1,5
kW motor trifasico, tambor inox que gira a 3500 rpm e timer automatico).

As azeitonas foram moidas, a pasta foi homogeneizada e cerca de 700 g foram
transferidos para a cada unidade da termobatedora para malaxacdo durante 30 minutos,
utilizando banho-maria termostatico a 25 °C. Apo6s esse tempo, foi posteriormente
centrifugada e decantada, e o azeite recolhido. Para cada amostra foram preparadas pelo
menos quatro panelas, e apds a extracdo, os azeites obtidos da mesma arvore foram
misturados na mesma garrafa. Terminado o processo de extracdo 0s azeites foram
preparados para analise e filtrados (Whatman paper n°® 4) com sédio sulfato anidro para
remover as particulas sélidas e agua residual. Os azeites foram armazenados em frascos

escuros de 100 mL e protegidos da exposicao a luz em temperatura ambiente (20-25 °C).
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3.4.3. Parametros de qualidade
A qualidade do azeite € realizada através da avaliagdo dos parametros fisico-
quimicos. Com base nos resultados obtidos nas andlises é possivel classificar os azeites
em trés categorias comerciais nomeadamente azeite virgem extra, azeite virgem e azeite
lampante que posteriormente tem de ser refinado para poder ser comercializado. Assim

para podermos classificar os azeites devem ser determinado 0s seguintes parametros:

Acidez

A quantificacdo da acidez foi executada segundo o anexo | do Regulamento de
Execugdo (UE) 2022/2105 da Comisséo de 29 de julho de 2022. Foram pesadas 5 gramas
de amostra de azeite em erlenmeyer e adicionado 50 mL de uma mistura de etanol
96%/éter dietilico (1:1) junto com 3 gotas de fenolftaleina, sendo este, o indicador de
neutralizacdo da solucdo. Posteriormente, realizou-se a titulacdo com a solucdo de
hidréxido de sodio (NaOH) a 0,1 N com agitacdo até que a amostra permanecesse com a
cor laranja que deve permanecer durante pelo menos 10 segundos.

A acidez é expressa em percentagem de &cido oleico, sendo o calculo realizado
através da expressao:

V«CxM

% de acidez = W

Onde:

V- Corresponde ao volume de NaOH gasto na titulacéo;

C- Concentracdo exata da solucdo de hidroxido de sodio em moles por litro (=0,1 N);
M- massa molar do acido oleico em g/mol sendo 282,85;

m- 0 peso da amostra de estudo expressa em gramas;

Indice de Peroxidos

Para a determinacdo do indice de peroxidos utilizou-se como metodologia base
descrita no anexo | do Regulamento de Execucgédo (UE) 2022/2105 da Comisséao de 29 de
julho de 2022. Inicialmente foi necessario pesar 1,2 gramas da amostra em baldo
erlenmeyer, misturar com 10 mL de cloroférmio e 15 mL de 4cido acético glacial, logo
em seguida adicionou-se 1 mL de iodeto de potéssio e realizou-se a vedagdo com
parafilme procedendo a agitacdo durante 1 minuto e colocando posteriormente ao abrigo
de luz por 5 minutos. Apos esse tempo, adicionou-se 75 mL de agua destilada e 4 gotas

de cozimento de amido (indicador) e efetuou-se a titulagdo com tiossulfato de sédio.
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O resultado do indice de peroxidos foi expresso em mEQq.O2/Kg de azeite, sendo
calculado pela expresséo:

_V*N*lOOO
B m

IP

Onde:

V - volume de tiossulfato de sodio gasto na titulacdo levando em consideracéo o ensaio
do branco;

N - corresponde a normalidade exata da solugdo de tiossulfato de sodio sendo esta de
0,0152;

m — massa da amostra em gramas,

Coeficiente de extingdo no ultravioleta

Esta analise foi feita de acordo com o anexo | do Regulamento de Execucao
(UE) 2022/2105 da Comisséo de 29 de julho de 2022. Em tubos de falcon de 15 mL,
pesou-se 0,6 gramas de amostra e com isoctano (2,2,4-trimetilpentano), preencheu-se até
se completar 10 mL e foi executada homogeneizacdo em vortex. Apos efetuar as
respetivas diluicOes, fez-se a leitura da absorvancia em espectrofotometro UV-VIS(UV-
1280 Shimadzu) a 232,264, 268 e 272 nm respetivamente.

Para os coeficientes de extingdo a 232 nm, 268 nm e o valor de AK utilizou-se

as férmulas a seguir:

Azzp * FD
K.
232 m«10
Azeg * FD
Kzes = m 10
Kyea + Ka72
b= - ()

Em que:
A - corresponde a absorvancia nos comprimentos de ondas;
FD - ¢ o fator de diluig&o;

m - representa a massa da toma das respetivas amostras;

Anélise sensorial descritiva
A andlise sensorial foi realizada de acordo com o anexo | do Regulamento de
Execucéo (UE) 2022/2105 da Comissdo de 29 de julho de 2022. Para tal recorreu-se aum

painel treinado para a avaliacdo dos diferentes azeites. Nos azeites que ndo tinham
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qualquer defeito sensorial, foi feita a analise do perfil como de acordo com a metodologia
descrita pelo Conselho Oleicola Internacional (COI) (COI/ T.20/ Doc. 22 de novembro
de 2005) com algumas alteracOes descritas por Rodrigues et al., (2020). A prova foi feita
numa sala apropriada, com luz natural, temperatura ambiente e isenta de odores. Para a
realizacéo da prova foram utilizados copos oficiais de prova estabelecidos pelo Conselho
Oleicola Internacional (COI). Foi também disponibilizado aos provadores uma folha de
registo, maca cortada e agua (para lavar a boca entre amostras) e cuspideiras. A avaliagdo
foi feita com recurso a uma escala de 0 a 10 onde se avaliaram as sensac¢des olfativas, das
quais se incluem o frutado, as sensacGes de frutos e sensacdes herbaceas. Avaliou-se
também as sensacOes gustativas sendo os sabores doces, amargos e picantes, além do
frutado, sensacOes de fruto e sensagdes herbaceas.

3.4.5 Avaliacéo da estabilidade oxidativa

Para avaliar a estabilidade oxidativa foi seguida a metodologia descrita por Veloso
etal., (2020). Para o teste de estabilidade oxidativa foi utilizado o Rancimat 743 (Methom
Ltd., Suica), um equipamento que realiza as analises automaticamente e de forma
continua. Esta metodologia consiste em borbulhar correntes de ar, filtrada, limpa e seca
a uma velocidade de 20 L/h através da amostra aquecida a 120+1,6°C. Foram pesados
3,00 gramas por amostra, sendo esta analise feita em duplicado. Os compostos de
oxidacdo que sdo formados ao longo do armazenamento sdao mais polares que 0s
triglicerideos, logo sdo arrastados pelo fluxo de ar que os depositam na solucdo aquosa.
A andlise € finalizada quando cada amostra atinge a condutividade de 300uS/cm. O tempo
de estabilidade € calculado pelo programa informatico associado ao equipamento, a partir

dos calculos das tangentes a curva obtida pela analise.
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Figura 4 Equipamento Rancimat

3.4.6. Atividade antioxidante dos azeites
A quantificacdo da atividade antioxidante dos azeites aconteceu através dos
métodos DPPH, fendis totais e ABTS, sendo realizados posteriormente a preparacdo das

amostras.

3.4.6.1. Extracdo das amostras de azeites

Para posteriores analises foi necessario realizar a preparacao das amostras, para
isso, utilizou-se como base a metodologia descrita por (Pizarro et al., 2013) com algumas
modificagOes. Nesse sentido, em tubos de falcon utilizou-se 0,5 gramas de amostra com
3 mL de metanol-agua na proporcdo de 80:20 e foi realizada agitacdo em vortex. Em
seguida as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 6000 rpm por 5 minutos. Passado
esse periodo, retirou-se o sobrenadante e em novos tubos, completou-se com a solugdo
de metanol-agua (80:20) até a marca de 5 mL. As amostras foram embaladas com papel

aluminio e acomodadas em frigorifico.

3.4.6.2. Determinagdo do efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH)
A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Pizarro et al., (2013) com alguns ajustes nas quantidades utilizadas.
Desse modo, 300 pL da amostra foi misturada com 3,5 mL da solugédo DPPH,

agitada em vortex, armazenada ao escuro durante 30 minutos. Apés o periodo, fez-se a
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leitura das absorvancias em espectrofotometro UV-VIS/UV-1280 Shimadzu com

comprimento de onda de 517 nm. A percentagem de inibic&o foi calculada pela equagéo:

ADPPH - AA »

% de inibigao = 100

ApppH
Em que:

AopprH - € a absorvancia da solugdo DPPH, ou seja, 0 branco;

An - a absorvancia da solugéo contendo o extrato;

3.4.6.3. Fenois totais
Uma aliquota de 100 puL da amostra foi incorporada com 1500 pL de agua
destilada e 100 pL Folin-Ciocalteau, realizou-se a agitacdo e repouso durante 3 minutos.
Em seguida, 300 pL de carbonato de sodio 20% (Na.CO3) foi adicionado e novamente as
amostras foram submetidas a agitacdo em vortex. Durante 60 minutos permaneceram
armazenadas ao abrigo de luz e em espectrofotometro UV-VIS/UV-1280 Shimadzu foi
efetuada as leituras das absorbancias a 765 nm. Os resultados sdo expressos em mg de

acido galico/kg de azeite.

3.4.6.4. Atividade Sequestradora do Radical ABTS

Para a execucdo desta analise, utilizou como base a metodologia de Re et al.,
(1999), em que consistiu de primeiro momento realizar a solucdo de ABTS, da qual foi
utilizada uma quantidade de 25 mL e incorporada com 0,44 mL de persulfato de potéassio
(K2S20s). Posteriormente, efetuou-se a agitacdo e o0 armazenamento da mesma em abrigo
de luz por um periodo aproximado de 16 horas. Dado esse periodo efetuou-se a dissolugédo
da mistura ja preparada em etanol absoluto até atingir absorbancia de 0,700 + 0,020 em
734 nm. Diante disso, utilizou-se 100uL da amostra e 2 mL da solugdo preparada,
realizou-se agitacdo e repouso durante 6 minutos. Apos esse tempo, efetuou-se as leituras

em espectrofotometro (Genesys™ 10 UV) & 734 nm.

3.5. Analise estatistica

Aplicou-se a anélise de variancia one-way (one-way ANOVA) para avaliar a
existéncia de efeitos estatisticamente significativos (p<0,001) do efeitodos
bioestimulantes na biometria e atividade antioxidante dos frutos assim como influencia

nos azeites monovarietais da cv. Cobrangosa nomeadamente na qualidade (acidez, indice

23



de perdxidos e coeficientes de extingdo) e atividade oxidantes (DPPH e fenais totais). As
possiveis influéncias dos biostimulantes no comportamento dos azeites, quanto as suas
caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas, foram avaliadas usando a analise de
componentes principais (PCA-Biplot). As analises estatisticas procederam-se no software
livre RStudio (verséo 3.6.2).
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CAPITULO IV

Resultados e discussao



4. Resultados e discusséo
4.1. Biometria dos frutos e endocarpo

A avaliagdo biométrica foi efetuada a fim de verificar os efeitos da aplicacéo de
bioestimulantes na morfologia dos frutos e respetivos endocarpos em relacdo aos
parametros peso, didametro e comprimento nos diferentes tratamentos. Os resultados

obtidos estéo apresentados na tabela 1.

Tabela 1- Valores médios, * desvio padrao, valores minimos e maximos da biometria dos frutos
e endocarpos

Tratamento Peso (g) Diametro (mm)  Comprimento (mm)

Controlo 2,24+0,71b 14,53+1,39b 17,63+2,18b
(0,97-3,92) (11,56-17,9) (12,85-22,26)

T1 2,10+0,83b 14,2+1,61b 17,04+2,86b
(0,88-3,74) (11,02-17,38) (12,08-21,87)

o T 2,05+0,63b 14,04+1,37b 17,25+2,16 b
2 (0,95-3,65) (11,5-16,92) (12,09-22,21)
- T3 2,81+0,62a 15,62+1,14a 19,8+1,81a
(1,27-4,29) (12,65-18,31) (14,65-23,24)

T4 2,40+1,03b 14,7+2,05b 18,04+3,02b

(0,82-4,63) (10,99-18,9) (12,09-23,7)

Valor de P 0,001 0,001 0,001

Controlo 0,37+0,12b 6,99+0,77ab 12,27+1,74b
(0,16-0,70) (4,94-8,76) (8,56-15,47)

T1 0,35+0,15b 6,79+0,89b 11,93+2,30b

° (0,13-0,66) (5,09-9,18) (8,58-15,86)
% T 0,36+0,11b 6,80+0,73b 12,08+1,7b
S (0,18-0,63) (5,09-8,23) (7,73-15,66)
g T3 0,4620,11a 7,37+0,62a 13,68+1,27a
(0,18-0,79) (5,26-8,69) 10,11-15,96

T4 0,39+0,15b 7,03+0,96ab 12,4242,13b

(0,15-0,71) (5,41-8,94) (8,25-16,55)

Valor de P 0,001 0,001 0,001

Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas significativas em um nivel de
significancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste multicomparacéo de Tukey).

Em relagdo ao fruto foi possivel verificar diferencas significativas (P<0,001),
onde o tratamento 3 foi aquele que apresentou maiores valores nos trés parametros
avaliados, sendo que os valores médios obtidos ao nivel do peso, foi de 2,81 gramas, para
0 didmetro 15,62 mm e 19,8 mm para o comprimento. Comparativamente aos restantes
tratamentos, o peso do fruto teve variacdo média de 2,05 a 2,81 gramas, 0 diametro
apresentou valores de 14,04 a 15,62 mm e em relagdo ao comprimento a variacdo foi de
17,04 4 19,80 mm.
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Por outro lado, ao nivel do endocarpo, a variagdo media dos parametros
biométricos para os tratamentos foi de 0,35 a 0,46 gramas (peso), 6,79 a 7,37 (diametro)
e 11,93 a 13,68 mm (comprimento). Verificou-se diferencas estatisticas significativas
(P<0,001) em que o tratamento 3 obteve os maiores valores médios nos trés parametros
em questao.

Os resultados obtidos diante desta andlise diferenciam-se dos resultados obtidos
por (Herndndez-Hernandez et al., 2019), que testaram alguns tratamentos com a aplicagao
de diferentes bioestimulantes, incluindo a base de extratos de algas em oliveiras das
cultivares Arbequina e Koroneiki. Os melhores resultados a nivel do peso dos frutos
foram obtidos através do tratamento com adubacdo potéssica e bioestimulante a base de
aminoacidos, em que para a cultivar Arbequina o peso médio foi de 1,30 e 1,38 gramas e
para Koroneiki foi de 0,75 e 0,80 gramas.

Nota-se que o tratamento 3 obteve o0s maiores valores nos paramentros
andlisados tanto a nivel de fruto quanto endocarpo. Tais resultados diferem do encontrado
por Oliari et al., (2013) quando testaram os bioestimulantes a base de extratos de algas
Ascophyllum nodosum e Ecklonia maxima em ameixeiras da cv. Pluma, onde verificaram
que ao nivel do diametro dos frutos ndo houve influéncias significativas diante dos

tratamentos.

4.2. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos frutos foi efetuada com o intuito de verificar se
os bioestimulantes proporcionaram algum efeito na atividade biol6gica dos frutos da cv.
Cobrangosa. Para medir a atividade antioxidante, foram feitas varias determinacGes

nomeadamente:

4.2.1 Analise DPPH
A determinacdo da atividade antioxidante através da metodologia do efeito
bloqueador de radicais livres DPPH é muito utilizada. Seu valor é expresso em
porcentagem de inibicdo de DPPH. Diante dos resultados obtidos (figura 5), verificou-se
diferengas significativas entres os tratamentos, podendo ser perceptivel que nos
tratamentos com aplicacéo de bioestimulantes, a capacidade de bloquear o radical DPPH

ndo foi tdo grande.

27



60,0 1
50,0 - a
ab

E bc
o 40,0 A c c
o
[«b]
©
S 30,0 -
o
2
< 200 1
S

10,0 4

0,0

Controlo T1 T2 T3 T4

Figura 5 Valores médios da percentagem de inibicdo de DPPH dos extratos de azeitonas expresso
em % de inicdo DPPH. Letras minusculas diferentes representam diferencas estatisticas.

O controlo foi aquele que apresentou maior capacidade antioxidante em
comparagao aos restantes tratamentos, apresentando uma taxa de inibi¢do de 42,86%. A
percentagem de inibigdo do tratamento 1 foi de 40,37% e para o tratamento 2 foi de
38,33%, sem diferenca estatistica entre si. O tratamento 3 obteve 35,92% de inibicdo e
no tratamento 4 foi de 34,48%. Nota-se que estes nao diferiram estatisticamente entre si,
ambos apresentaram as menores taxas de inibicdo ao radical DPPH. Tais resultados sdo
oposto ao encontrado por Cirillo et al. (2022) que avaliaram os efeitos da aplicacéo de
bioestimulantes a base de extratos de plantas tropicais, de glicina betaina e de
Trichoderma em oliveiras da cultivar Racioppella e verificaram que a atividade
antioxidante de extratos de drupas da azeitona pelo método DPPH aumentou para todos
os tratamentos, com destaque para o tratamento com aplicacdo de produto a base de

Trichoderma que obteve aumento de 42,23%.

4.2.2 Fenois totais

Fendis totais € uma metodologia empregada na avaliagdo da capacidade
antioxidante de uma determinada amostra, na qual os seus resultados sdo expressos em
mg de &cido galico por grama de amostra.

Os resultados obtidos (figura 6) mostraram que ndo houveram diferencas
significativas entre os tratamentos, sendo que os valores médios variaram entre 38,68 mg
acido galico/g de amostra (controlo) a 37,12 mg acido galico/g de amostra (tratamento
4).
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Figura 6 Valores médios do teor de fendis totais em extratos de azeitonas expressos em mg acido
galico/grama de amostra. Letras minusculas iguais significam que ndo houve diferengas
estatisticas significativas.

4.2.3 Poder redutor

Através da metologia do poder redutor, foi possivel determinar a atividade
antioxidante dos extratos das azeitonas.

Estatisticamente foram encontradas diferencas significativas (P<0,001) entre 0s
tratamentos, sendo que os maiores valores foram verificados no Controlo, com 123,66
mg Trolox/grama de amostra e no tratamento 1, com121,31 mg Trolox/grama de amostra.
O menor valor foi observado no tratamento 4, com104,64 mg Trolox/grama de amostra,
o qual diferiu estatisticamente dos tratamentos Controlo e T1 (Figura 7).
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Figura 7 Valores médios do ensaio do poder redutor expressos em mg Trolox/grama de amostra.
Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticas significativas.

4.3. Determinacédo da qualidade dos azeites
4.3.1 Parametros de qualidade

A qualidade de um azeite é determinada por meio de alguns parametros, como a
acidez livre, indice de peroxidos, espectofometria no ultravioleta (K232 e Kaeg) e analise
sensorial. Tais parametros possibilitam classificar o azeite em determinada categoria. O
Regulamento de Execucgéo (UE) 2022/2105 da Comissdo de 29 de julho de 2022 atribui
valores maximos a esses parametros. De tal modo, para ser considerado um azeite virgem
extra, este deve apresentar uma acidez < 0,80, indice de perdxidos < 20,0 mEqO2/Kg,
espectofometria no ultravioleta (K2eg) < 0,22 e espectofometria no ultravioleta (K2z2) <
2,50. Quando se obtém valores maiores a estes indices estabelecidos, o azeite pode se
enquadrar na categoria de azeite virgem ou lampante. Diante do exposto, os resultados
obtidos na determinacdo da qualidade dos azeites extraidos de oliveiras tratadas com
diferentes bioestimulantes através dos parametros ja& mencionados, sao apresentados na
tabela 2.
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Tabela 2. Valores médios, + desvios padrdes, valores minimos e maximos dos parametros de qualidade.

Tratamento
Parametros de
qualidade
Controlo T1 T2 T3 T4 Va'gr de
Acidez 0,37+0,03ab 0,36+0,03abc 0,31+0,05c 0,33:0,04bc 0,39+0,02a o o0
(% Acido oleico)  (0,34-0,39)  (0,34-0,39)  (0,23-0,34)  (0,28-0,39)  (0,34-0,39) !
IP
1,26+0,004a 1,26+0,003a 1,26+0,002a 1,26+0,004a 1,26+0,001a
‘mE‘;'Z‘e’ii’efg de (126-127) (1.25-126) (1.26-127) (1.26-1,27) (1,25-126) 034
K 1,79+010a 196:013a 152:020b 1760182 1,94+0,10a oo
2% (1,61-1,93) (1,75-2,10) (1,26-1,77) (1,55-2,09) (1,85-2,12) !
K 0,18+0,0lab 0,18+0,0lab 0,13%0,02c 0,17+0,02b 0,20+0,009% o 5.
208 (0,16-0,20)  (0,17-0,20)  (0,09-0,16)  (0,13-0,19)  (0,19-0,22) !
Classificagao AVE AVE AVE AVE AVE

comercial

Letras minGsculas diferentes em cada linha indicam diferengas estatisticas significativas em um nivel de signifcancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste
multicomparacéo de Tukey; AVE = Azeite Virgem Extra.



Em relacdo a acidez, nota-se que houve diferencas significativas (P<0,001) entre
0s tratamentos, com uma variacdo média de 0,31 a 0,39% de &cido oleico. O tratamento
2 apresentou 0 menore indice de acidez, variando de 0,23 a 0,34% de &cido oleico. O
contrario foi observado no tratamento 4, em que o nivel médio de acidez foi superior ao
tratamento 2 e tratamento 3, com valor de 0,39% de &cido oleico. Num estudo realizado
por Chouliaras et al. 2009, os autores perceberam que a acidez dos azeites da cultivar
Koroneiki foi menor nos tratamentos em que houve aplicacdo adicional de extratos de
algas Ascophyllum nodosum L. Por outro lado, os autores Leogrande et al., (2022) quando
avaliaram os possiveis efeitos da aplicacdo foliar de um extrato a base de vegetais e algas
marrons (Ascophyllum nodosum (L.) na oliveira cultivar Leccino, verificaram que a
acidez do azeite foi maior no controlo (0,23%) do que no tratamento com bioestimulante
(0,21%). O indice de acidez esta estritamento relacionado com a acidez final do azeite,
de modo que a qualidade sera melhor se a acidez for baixa (Silva et al., 2012).

Os peroxidos sdo gerados atrdves da oxidacdo de Oleos e gorduras em
consequéncia da acdo do oxigénio sendo que através do indice de peroxidos é possivel
quantificar o estado de oxidacdo dos 6leos e gorduras (Scherer & Bockel, 2018), visto
que a proporcdo em que os acidos gordos insaturados e livres tendem a reagir com o
oxigénio, ocasionando aumento nos parametros de qualidade em questdo (Filoda et al.,
2021). No que diz respeito ao indice de perdxidos, os niveis variaram de 1,25 a 1,27
mEq.02/Kg de azeite. Para o controlo e todos os tratamentos, a média permaneceu 1,26
mEQ.02/Kg de azeite, ndo sendo encontradas diferencas significativas (P>0,001). Estes
resultados sdo diferentes dos encontrados por Chouliaras et al. 2009, que verificaram que
0 indice de perdxido nos azeites da cultivar Koroneiki teve aumento em todos os
tratamentos, incluindo aqueles que receberam aplicacdo extra de extrato de algas,
apresentando variacdo de 13,5 a 20,8 mEq.02/Kag.

No coeficiente de extingdo Koz verificou-se diferengas significativas (P<0,001)
em que o tratamento 2 apresentou 0s menores indices sendo estes, 1,26-1,77. Nos
restantes tratamentos, ndo foram observadas diferengas estatisticas. Os valores médios
para Koz permaneceram entre 1,52 a 1,96. De acordo com Silva & Schmiele, 2021, o
coeficiente de extingdo especifico também chamado de absorcéo no ultravioleta em 232
e 270nm também € um meio para indicar a qualidade do azeite.

Por outro lado, a absorbéncia ultravioleta quantificada no comprimento de onda
de Kaeg variou entre os tratamentos, sendo possivel observar diferencas significativas

(P<0,001), de tal modo que o tratamento 4 obteve o maior valor, variando de 0,19 a 0,22.



O menor valor foi verificado no tratamento 2, com 0,09 a 0,16. Os valores obtidos tanto
em Koz e Koeg se diferenciam dos resultados obtidos por Cirilo et al. (2022) quando
testaram bioestimulantes a base de extratos de plantas tropicais, de produtos a base de
glicina betaina e de Trichoderma, sendo que para K232 0s valores variaram de 1,30
(tratamento com glicina betaina) a 1,76 (tratamento com Trichoderma) e K270 apresentou
variacdo de 0,17 (tratamento com extrato de plantas tropicais e glicina betaina) a 0,25
(tratamento com Trichoderma).

Os resultados obtidos através dos parametros de qualidade (acidez, indice de
peroxidos, K232 e K270) permitem classificar os azeites como virgem extra, pois os valores
apresentados estdo em acordo com 0 estabelecido para esta categoria segundo o
Regulamento de Execucédo (UE) 2022/2105 da Comisséo de 29 de julho de 2022.

4.3.2 Estabilidade oxidativa
A estabilidade oxidativa é fator determinante para a qualidade dos 6leos vegetais
(Castelo-Branco & Torres, 2011). Atraves da estabilidade oxidativa € possivel estimar o
tempo de vida de um azeite. Os resultados (figura 8) evidenciam que ndo houveram

diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,001).

30,0 f

N

o

o
1

20,0 A

15,0 A

10,0 A

Estabilidade oxidativa (horas)

o
o
1

0,0

Controlo T1 T2 T3 T4

Figura 8 Estabilidade oxidativa dos azeites extraidos de azeitonas tratadas com diferentes
bioestimulantes.

A estabilidade oxidativa dos diferentes tratamentos atingiu uma variagcdo media
de 22,80 horas a 21,68 horas.
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4.3.3 Atividade antioxidante dos azeites

A determinacgéo da capacidade antioxidante dos azeites foi realizada por meio
dos ensaios de DPPH, ABTS™ e fendis totais.

Segundo (Oliveira et al., 2009) o0 método DPPH € o mais empregado, no qual é
baseado em analisar a atividade sequestradora do radical DPPH, apresentando cor
parpura, no qual absorve atrdves do comprimento de onda de 517 nm. Os resultados
obtidos por meio do efeito bloqueador do radical livre DPPH, possibilitaram verificar
diferencas significativas (P<0,001) entre os tratamentos. A maior taxa de inibicdo pode
ser visualizada no tratamento 4, com 67,63 %. Por outro lado, o tratamento 2 obteve 52,76
% de inibicdo de DPPH, sendo essa a menor taxa.

O contréario foi observado nos resultados diante do método ABTS™, em que
também ocorreram diferencas significativas (P<0,001), no entanto, o Controlo foi aquele
que apresentou maior taxa de inibicdo frente ao radical ABTS"", com uma percentagem
de inibicdo de 47,28 %. A menor percentagem de inibicdo foi verificada no tratamento 2,
sendo esta de 40,96%. Os resultados da atividade antioxidante por meio do ensaio DPPH
e ABTS estdo apresentados na figura 9.

A atividade antioxidante pelos ensaios de DPPH e ABTS™" foi avaliada por Brito
et al., (2018) quando avaliaram a influéncia de caulim (KL) e acido salicilico (SA) na
capacidade antioxidante de azeites da cv. Cobrancosa em dois periodos 2015 e 2016, que
verificaram que esses dois produtos colaboraram para uma maior capacidade antioxidante
no ano de 2015 para ambos os métodos (DPPH e ABTS), ja no ano de 2016, os maiores
valores foram obtidos no Controlo, nos respectivos métodos.
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Figura 9 Valores médios de atividade antioxidante dos azeites avaliadas pelos métodos de DPPH e ABTS.
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Nos azeites, os compostos fenolicos sdo considerados antioxidantes naturais
(Rodriguez-Méndez et al., 2008) e sua quantificacdo pode ser efetuada através do método
de Folin-Ciocalteau. E um método que reside na transferéncia de um elétron, podendo
dessa maneira, mensurar a capacidade redutora da substancia antioxidante em questao
(Vieira et al., 2015). Nesse sentido, a figura 10 apresenta os resultados obtidos na

determinacdo da atividade antioxidante pelo método de fenais totais.
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Figura 10 Fendis totais em azeites

Observou-se uma variacao significativa (P<0,001) entre os tratamentos, no qual
o0 tratamento 4 obteve 1068,24 mg de acido galico/Kg de azeite, 0 maior valor médio entre
os tratamentos, diferindo dos tratamentos T2 e T3, mas n&o do Controlo. Diferentemente,
o0 tratamento 2, apresentou o menor valor de fenois totais, sendo 870,39 mg de acido
galico/Kg de azeite, diferindo do Controlo e T4. Os valores encontrados diferem um
pouco dos valores obtidos por Leogrande et al., (2022), no qual observaram que o teor de
polifenois totais aumentou consideravelmente quando avaliaram o efeito da aplicacdo de
Ascophyllum nodosum em oliveiras cv. Leccino, cujos valores obtidos foram de 181 mg
mg de &cido galico/Kg (tratamento com bioestimulante) a 50,50 mg de &cido galico/Kg
(controlo). Por outro lado, Tasioula-Margari et al., (2011) ao avaliar dois bioestimulantes
a base de Ascophyllum nodosum e um produto a base de nitrogénio organico em oliveiras
da cultivar ‘Mastoidis’, verificaram que o teor de fendis totais foi reduzido de maneira
significativa nos tratamentos com produtos a base de Ascophyllum nodosum e aumentado

no tratamento com produto a base de nitrogénio organico.
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Ao analisar os trés métodos (DPPH, ABTS e fendis totais), percebe-se que o
tratamento 2 se comportou de maneira semelhante para 0s mesmos, apresentando a menor
atividade antioxidante. Os ensaios DPPH e fendis totais se relacionam, pois mostram que

a maior atividade antioxidante foi verificada no tratamento 4.

4.3.4 Analise sensorial dos azeites

Os boxplots (figura 11) apresentam as sensacOes olfativas dos azeites
caracterizadas por meio da andlise sensorial, da qual foram avaliadas em uma escala de 0
a 10. Quanto ao frutado verde verificou-se uma variacao de 5,4 a 7,6, sendo a maior
intensidade presente no Controlo e a menor nos tratamentos 2 e 4, com diferencas
siginificativas entre os tratamentos. As sensagdes de frutado verde também foram
encontradas por Rodrigues et al., (2020), ao avaliarem o perfil sensorial descritivo de
oliveiras centenérias. Sobre as sensacOes de frutos, apenas se observou a presenca de
maca, tomate e frutos secos. Para maca, o tratamento 1 demostrou maior intensidade (5,4)
enquanto o tratamento 2 a menor, sendo de 2,8. J4 em relagdo ao tomate, verificaram-se
diferencas significativas, sendo que a maior intensidade esteve presente no controlo (6,3)
e a menor no tratamento 4 (3,5). Por outro lado, na sensacdo de frutos secos, as maiores
predominancias sdo observadas no controlo (4,0), no tratamento 3 (3,8) e no tramento 1
(3,5) e as menores no tratamento 4 (2,4) e tratamento 2 (2,3). Nas sensac0es olfativas,
verificou-se a presenca de atributos herbaceos, como rama de tomateiro, erva frescae
couve. A sensacdo de rama de tomateiro teve maior intensidade no controlo, com um
valor de 6,4, sendo este considerado de maior intensidade. O tratamento 4 apresentou a
menor intensidade, com um valor de 3,0. Estatisticamente existe diferencas significativas
entre os tramentos. A presenca de erva fresca representou uma variacdo mediana de 2,3 a
5,1, sendo a maior intensidade verificada no tratamento 1 e a menor no tratamento 2. Em
relacdo a sensacdo de couve, houveram diferengas significativas, onde o tratamento 1
representou a menor intensidade (3,6). As maiores intensidades foram verificadas no
controlo (5,3), no tratamento 4 (4,9), seguido do tratamento 3 (4,8) e tratamento 2 (4,7)
respetivamente. A harmonia é descrita como uma sensacéo global da qual une todas as
percepcOes adquiridas pelo provador, possibilitando apontar o equilibrio existente entre
as percepcoes encontradas (Rodrigues et al., 2020). Quanto a harmonia, ndo houveram
diferengas significativas, sendo que o valor médio permaneceu entre 7,7 a 8,1. Valor
préximo a estes foi encontrado por Lamas et al., (2021) em azeites monovarietais da cv.

Cobrancosa, sendo uma média de 7,2 para esta sensacao.
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Figura 11 Boxplots relativo as sensac¢des olfativas dos azeites. Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas em um nivel de significancia
de 5% (ANOVA seguida pelo teste multicomparacdo de Tukey).
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Na determinacéo do perfil sensorial através das sensacdes gustativas (figura 12),
observa-se maior predominéncia da sensacdo de frutado verde no controlo, em que o valor
é de 7,4. O tratamento 4 apresentou a menor intensidade com valor de 4,9. Os resultados
estdo representados na figura 12. Em relacdo a percepc¢éo de frutas, a sensacdo de macé
variou de 5,4 a 3,1, sendo que a maior intensidade esta presente no controlo e a menor
intensidade no tratamento 2. Para o tomate, observou-se diferencas siginificativas sendo
que o controlo apresentou a maior intensidade, com 7,1. As menores intensidades foram
verificadas nos tratamentos 2 e 4. Na sensacdo de frutos secos, verificou-se que sua
intensidade apresentou uma variacao de 2,0a 4,6. A maior predominanica foi observada
no controlo, enquanto a menor foi observada no tratamento 2. Sensagfes gustativas de
frutos secos também foram encontradas por Lamas et al., (2021) em azeites monovarietais
da cv. Cobrancosa. No que diz respeito as sensacdes herbaceas, foi verificada a presenca
de rama de tomateiro, erva fresca, couve e folha de oliveira. Na sensacdo de rama de
tomateiro, os tratamentos se diferenciaram estatisticamente. O tratamento 3 apresentou
valor de 6,4 e o controlo de 6,0, ambos represetaram as maiores intensidades, sendo
diferentes dos demais, sendo que as menores intensidades estiveram presentes no
tratamento 2, com valor de 3,9 e no tratamento 4, com de 3,1. Na sensacdo de erva fresca
verificou-se diferencas significativas, com uma variacgdo de 2,3 a 4,5. A maior intensidade
foi observada no controlo e a menor no tratamento 1. Com relacdo a sensacdo de couve,
esta esta presente em maior intensidade no tratamento 2 (5,8) e no controlo (5,5), sem
diferenca estatistica entre si. O tratamento 1 obteve a menor intensidade, sendo o valor
de 3,7. Ja no atributo de folhas de oliveira, foram observadas diferencas significativas,
onde a maior intensidade foi visualizada no controlo, obtendo valor de 7,6 e a menor
predominancia ocorreu no tratamento 1 com 3,2.

Na sensacao de harmonia, houve uma variacdo de 7,9 a 7,4, sendo que a maior
intensidade deste atributo foi verificada no controlo, apresentando valor de 7,9. Por outro
lado, os menores valores foram observados nos tratamentos 4, 1 e 2, ambos ndo se

diferiram entre si.

39



10.04 10.04
a ab
c bc
O 757 oo 754
g . == a
> d w b
le] 4 4 *
3 50 = 8 50 ¢ c * c
5 == ==
L 251 25+
0.01 0.01
Controlo  T1 12 T3 T4 Controlo T1 12 T3 T4
Tratamento Tratamento
10.0 1 10.04
2
o 75 L 75+ a a
o) w©
g £ b *
o o] <@ 2 50- ¢
g PN ' ¢
S| == o
L 254 * — E 254
1
0.0 0.01
Controlo T1 T2 T3 T4 Controlo T1 12 T3 T4
Tratamento Tratamento
10.04 10.04
a
(0]

7.54 a T 751 — b
P g S _
g 01 ¢ IR § B
&} — © .

254 E 254

0.01 0.01

Controlo 1 T2 T3 T4 Controlo  T1 T2 T3 T4
Tratamento Tratamento

Tomate

Erva fresca

Harmonia

10.04

a
o
bc c b c
5.09 * +
254
0.0
Controlo ™ T2 T3 T4
Tratamento
10.04
7.5+
a
504 ab
bc
d cd
55 — * *
0.0
Controlo ™ T2 T3 T4
Tratamento
10.04
a p ab b
754 == == —
5.0
251
0.01
Controlo T1 T2 T3 T4
Tratamento

Figura 12 Boxplots das sensacdes gustativas dos azeites. Letras minusculas indicam diferencas significativas em
um nivel de significancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste multicomparagéo de Tukey)
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No que diz respeito as sensacdes de doce, amargo e picante, verificou-se uma
variacdo nos diferentes tratamentos (figura 13). Relativamente & sensacdo de doce, 0
tratamento 4 foi o que demostrou a maior intensidade com 1,6, diferente do tratamento 3
que apresentou o valor de 1,2 e do tratamento 2, com 1,0, sem diferencas significativas
entre si e que, resultaram nas menores intensidades. Na sensacdo de amargo, verificou-se
variacdo de 5,5 a 6,5 sendo que o controlo apresentou a maior predominancia deste
atributo e o tratamento 4 a menor intensidade. Em relacdo ao picante, a intensidade variou
de 5,0 a 6,3. O controlo, bem como os tratamentos 3 e 2 ndo se diferenciaram
estatisticamente entre si, sendo o maior valor verificado no controlo. O tratamento 4
obteve 5,0, a menor intensidade e o tratamento 1 apresentou 5,4 sem diferencas

significativas entre si.
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Figura 13 Boxplots das sensac¢des gustativas doce, amargo e picante dos azeites. Letras diferentes
representam diferencas significativas em um nivel de significancia de 5% (ANOVA seguida pelo
teste multicomparacéo de Tukey)

A complexidade esta relacionada com a quantidade de sensa¢des percebidas, de
modo que quanto maior essa quantia, maior € a complexidade. Por outro lado, a
persisténcia diz a respeito do tempo que as sensagdes percebidas permanecem na boca,
sendo um maior tempo, mais elevada € essa persisténcia (Rodrigues et al., 2020). Em
relagdo a complexidade os valores obtidos variaram de 6,4 a 7,3, sendo o maior valor
atribuido ao tratamento 4 e 0s menores aos tratamentos 1 e 2 respectivamente. Por outro
lado, a persisténcia variou de 8,1(tratamento 3) a 7,6 (tratamento 1).

De um modo geral, percebe-se que a aplicagdo dos bioestimulantes nas oliveiras
cv. Cobrancosa colaboraram para a formagéo de azeites com sensacdo mais amarga e
picante. Proporcionaram também menor percepcdo de frutado verde e outros atributos

como é o exemplo da maca, tomate, frutos secos. Nas sensac¢@es herbaceas, a sensacao de
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couve foi aquela que se manteve mais estavél com a aplicacdo de bioestimulantes.
Contudo, mesmo havendo diferengas significativas entre as sensag0es percebidas, na
harmonia, todos os azeites apresentam valores semelhantes, ndo sendo observadas

diferencas significativas para este parametros nas sensacdes olfativas.

4.3.5 Anédlise de Componentes Principais (PCA)
A figura 14 apresenta os resultados na andlise dos componentes principais das
sensacOes olfativas e gustativas obtidas mediante a realizacdo da analise sensorial dos
azeites extraidos de oliveiras cv. Cobrancosa tratadas com diferentes bioestimulantes. A

variagéo total foi de 56,8%.
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Figura 14 Diferenciagdo das sensages olfativas e gustativas dos azeites extraidos de oliveiras
cv. Cobrangosa tratadas com diferentes bioestimulantes: PCA — Biplot com base na anélise
sensorial.

Percebe-se uma diferenciacdo entre os azeites dos tratamentos, nos quais 0s
tratamentos 2 e 4 apresentaram sensagao mais adocicada. Em contrapartida, os azeites do
controlo e do tratamento 3 apresentaram semelhancas nas sensacgdes olfativas herbaceas
como folha de oliveira e rama de tomateiro, mas também em frutado verde. Ja para as
sensacOes gustativas apresentaram semelhangas na percepcdo de frutos como maca,
tomate e frutos secos. Eles também se assemelham, pois, apresentam sensagdo gustativa

picante.
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CAPITULO V

Conclusao



5. Concluséao

Através do presente trabalho avaliou-se a influéncia de diferentes
bioestimulantes a base de extratos de algas em oliveiras da cv. Cobrangosa através dos
frutos e azeites por meio da avaliacdo biométrica, atividade antioxidante, parametros de
qualidade, estabilidade oxidativa e analise sensorial.

A andlise dos resultados permitiu verifcar que ao nivel o fruto, o tratamento 3
(Algaman B) colaborou para um maior peso, tamanho e comprimento do fruto e respetivo
endocarpo. Além disso, a aplicacdo dos bioestimulantes ocasionou uma redugdo na
atividade antioxidante dos frutos, sendo essa reducéo visivel nos ensaios de DPPH e poder
redutor. J& nos azeites, os parametros de qualidade ndo foram afetados com a utilizacéo
dos bioestimulantes, podendo caracterizad-los como azeites virgens extra. Os
bioestimulantes em especial Fitoalgas Green (tratamento 2) ocasionou a menor atividade
antioxidante em todos os métodos avaliados nos azeites. Quanto ao perfil sensorial dos
azeites, sendo este avaliado através da analise sensorial por meio das sensacdes olfativas
e gustativas, verifica-se que os bioestimulantes colaboram para a formacdo de azeites
mais amargos e picantes. Contudo levou a um decréscimo da intensidade das sensacbes
sobretudo das sensacdes de frutos. Embora escassa as informac@es sobre a influéncia de
bioestimulantes na cv. Cobrancosa, a realizacdo deste trabalho gerou resultados
importantes, sendo possivel servir de base para o desenvolvimento de novos estudos
acerca dos os efeitos de bioestimulantes a base de extrato de algas em oliveiras tanto a
nivel do fruto quanto no azeite para que assim, possam contribuir com a melhoria da
performance desta cultura diante dos stresses abidticos ocasionados pelas mudancas

climéticas.
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