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Resumo
A olivicultura em Tras-os-Montes e¢ na Beira Interior baseia-se sobretudo em

sistemas tradicionais de sequeiro. A qualidade dos azeites ¢ influenciada pelas condigdes
edafoclimaticas, praticas agrondémicas e cultivares, sendo importante compreender o
efeito da origem geografica e da cultivar na sua composi¢do quimica e sensorial. A
presente dissertagao teve como objetivo caracterizar 47 amostras de azeites monovarietais
provenientes das regides de Tras-os-Montes (23 amostras) e Beira Interior (24 amostras).
Em Trés-os-Montes foram estudadas as cultivares Cobrangosa, Madural, Negrinha de
Freixo e Verdeal Transmontana, enquanto na Beira Interior foram analisadas Bical de
Castelo Branco, Carrasquenha, Cobrangosa, Cordovil de Castelo Branco, Madural,
Negrinha de Freixo e Verdeal. Os azeites foram avaliados quanto a atividade antioxidante,
teor em fenodis totais, estabilidade oxidativa, perfil sensorial descritivo, composi¢do
volatil por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e andlise
por nariz eletronico. Os resultados demonstraram diferengas significativas entre regides
e cultivares. Em Tras-os-Montes, as cultivares Cobrancosa, Verdeal Transmontana e
Madural apresentaram maior atividade antioxidante, com percentagens de inibicdo do
radical DPPH de 77,41%, 69,79% e 65,72%, respetivamente, superiores a Negrinha de
Freixo (40,35%). A Madural apresentou atividade antioxidante significativamente
superior em Tras-os-Montes relativamente a Beira Interior. Nos teores de fenois totais
destacou-se a Cobrangosa da Beira Interior com 701,23 mg de acido galico/kg de azeite,
enquanto a Verdeal Transmontana e a Cobrangosa Tras-os-Montes apresentaram 660,74
e 681,73 mg/kg, respetivamente. Relativamente a estabilidade oxidativa, Cobrangosa da
Beira Interior apresentou o maior tempo de indug¢do (35 h), enquanto Cordovil de Castelo
Branco, Bical de Castelo Branco e Carrasquenha apresentaram valores inferiores a 10 h.
Na andlise sensorial, os azeites de Tras-os-Montes destacaram-se pelos atributos tomate,
couve e frutado verde, enquanto os da Beira Interior apresentaram maior intensidade de
maduro, doce e banana. A anélise por GC-MS permitiu identificar 25 compostos volateis,
sendo o (E)-2-hexenal o composto predominante. As andlises multivariadas
demonstraram elevada capacidade de discriminagdo das amostras segundo a cultivar e a
regido, confirmando a relevancia dos parametros quimicos e sensoriais na diferenciagao

e valorizagdo dos azeites portugueses.

Palavras-chave: Caracterizacio, Azeite Virgem Extra, Regides do interior, Cultivares de

oliveira, Discrimina¢do multivariada.
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Abstract

Olive cultivation in the Tras-os-Montes and Beira Interior regions is mainly based
on traditional rainfed production systems. The quality of olive oils is influenced by
edaphoclimatic conditions, agronomic practices, and olive cultivars, making it essential
to understand the effects of geographical origin and cultivar on their chemical and sensory
composition. The present dissertation aimed to characterize 47 monovarietal olive oil
samples from the Tras-os-Montes (23 samples) and Beira Interior (24 samples) regions.
In Tras-os-Montes, the cultivars Cobrangosa, Madural, Negrinha de Freixo, and Verdeal
Transmontana were studied, whereas in Beira Interior the cultivars Bical de Castelo
Branco, Carrasquenha, Cobrangosa, Cordovil de Castelo Branco, Madural, Negrinha de
Freixo, and Verdeal were analysed. The olive oils were evaluated for antioxidant activity,
total phenolic content, oxidative stability, descriptive sensory profile, volatile
composition by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), and electronic nose
analysis. The results revealed significant differences among regions and cultivars. In
Tras-os-Montes, the cultivars Cobrangosa, Verdeal Transmontana, and Madural showed
the highest antioxidant activity, with DPPH radical inhibition percentages of 77.41%,
69.79%, and 65.72%, respectively, significantly higher than that of Negrinha de Freixo
(40.35%). The Madural cultivar exhibited significantly higher antioxidant activity in
Tréas-os-Montes than in Beira Interior. Regarding total phenolic content, Cobrangosa from
Beira Interior presented the highest value (701.23 mg gallic acid/kg olive oil), while
Verdeal Transmontana and Cobrangosa from Tras-os-Montes showed 660.74 and 681.73
mg/kg, respectively. Concerning oxidative stability, Cobrancosa from Beira Interior
exhibited the longest induction time (35 h), whereas Cordovil de Castelo Branco, Bical
de Castelo Branco, and Carrasquenha showed values below 10 h. Sensory analysis
showed that olive oils from Trés-os-Montes were characterized by stronger tomato,
cabbage, and green fruity attributes, whereas those from Beira Interior displayed greater
intensity of ripe, sweet, and banana notes. GC-MS analysis identified 25 volatile
compounds, with (E)-2-hexenal being the predominant compound. Multivariate analyses
demonstrated a high capacity to discriminate olive oil samples according to cultivar and
geographical origin, confirming the relevance of chemical and sensory parameters for the

differentiation and valorization of Portuguese olive oils.

Keywords: Characterization, Extra Virgin Olive Oil, Inland Regions, Olive Cultivars,

Multivariate Discrimination.



Indice

RESUIMO.ccuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiiieniiiressseesieesiitesssssssssssssinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss iv
. N 1) 3 o T RPN v
1. INErOdUGA0 i e 11
2. ContextualizagAo Geral ...........oeeeeeeeeeveeiiemiieeiieiiieiiieeiiieiieeiieeerrerreerrerrerrrreereereeenne 17
2.1 Olivicultura em contexto nacional..........cccccceeviiiiiiiiiiiii 18
2.2 Composicao e qualidade do azeite.........ccovvuuereieiiiiiiiiinnnniieiiiiiinnnnieeeee. 19
2.3 Importincia das Cultivares de AZeitona ..........ccccevvvueeiiiiscereniisiieininnneennneeessaeeen 20
8 T8 T 711 1) 71 1 U 1T N 21
2.3.2 Carrasquenha.....eeieiiiiiiiiiiiiniie s e sssss e e e e 22
2.3.3 Cordovil de Castelo Branco..........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiniiiiisiiisiscnsssenseennees 22
2.3.4 Negrinha de Freixo .....ccccvivnnniiiiiiiiiiiiinnnniiiniiiiiisseeeenmesseee 22
2.3.5 Madural......ciiiiiiici e aes 23
2.3.6 Bical de Castelo Branco.........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinssinsssssssssssssssesssesnees 23
2.3.7 Verdeal TranSmoNtana........cccceeeiiiiiiiisiissiiisssisiisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 24
2.4 Fatores que influenciam a composicdo quimica e sensorial do azeite ...................... 24
2.5 Influéncia da Regifi0.......ccceriiiueriiininiiiiiiiiiiiiereinnrs s as s sane s 26
2.6 Justificaco do estudo.........cceeviiiiiiiiiiiiiiiii 28
3. Material € MEtOdO0S.....cceviivuereiiiiniiiiiinitetiiississssnree st ssssss s s e s ssass s e e s s ssssssssnnssessnas 31
3.1 AMOSEIAZEIN cecerieiiiiiiiiinnrntetiiiiiiiisnnreteetiiesssssssreeeeseiessssssssreeessssssssssssresessesssssssssssaesss 31
3.2 EXtracio de azeite.........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis s 32
3.3 Analise Sensorial Descritiva ........cccceeiiiiiiiiiiiieieiiiiniiiere s 34
3.4 CompoSstos VOIALEIS ...ccoveveeiiiiiinniiiiiiiiiiieriiinetesnre s sssssse s sass e sessaseees 35
3.5 Atividade antioxidantes nos azeites ..........cccceeviriiiiiiiiiiii 36
3.5.1 Preparacio do extrato por miCroexXtracao....cccceesssnrreeerriscssssnnneeersescssssssnneeens 36
3.5.2 Determinaciio da percentagem de inibicio do radical livre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH)......ccoiiiiiiiiiiiiiiineernccnnsnsessse s asss s assss e s s 37
3.5.3 Teor de Fenois totais.........cccvvvuereiiiiiiiiiiiinreiiiiniiinnnreensssssssassseess e sssssssnsssesssns 38
3.6 Estabilidade OXidativa ........cccoevviiiiiiiiiiiiiiii s 38
R 2R A 1 39
3.8. Analise eStatiStiCa ......ccceeiiiiiiiiiiiiniriiiiiiii et aase e 41
4. Resultados € DiSCUSSAQ c.eeeeeeeeeeeerenerenmmeeeremeieeiieeiieetieetieeeiemeieeetrertreeteeereerme 43
T 30 011 10 BT 1N 43
4.2 Analise SenSorial ........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiierr s 43
4.3 CompPOStoS VOIALEIS ..ccevveueeiiiiiiniiiiiiiiiiiintiiiisteinenessssre s ssssassessssaseees 52
4.4 Efeito bloqueador de radicais livres de DPPH ........cccoocceriiiiiiiiiinnnneieiiiiciinnnnnneeenn 57
4.5 Teor em Fenois ToOtais .....ccciiviiiiiiiimriiiiiiiiiiiieieiiiincnessrensssssssssasssses s sssssssssssssas 58
4.6 Estabilidade OXidativa .........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiii s 60
AN 1 0 D0 U ) 111 64
TR 1 11 L1 T 1 67
L 3 11 T 69
AATIEXO0S 1uvvuneeriinieenssnssseeniimeesssssssssessittsssssssssssestistsssssssssssssttesssssssssssssstsesssssssssssssssessssssssssssssns 78

vi



Indice de figuras
Figura 1 - Mapa com a distribui¢do de cultivares de oliveira em Portugal continental.
Fonte: “Recursos genéticos da oliveira e sua preservacdo no contexto das alteracdes

climaticas”, de Cordeiro, A & In€s, C (2016). ..cccuvveerieeeiieeeieeeeeeceeeee e 21
Figura 2 - Mapa representando os concelhos que formam as regides de Tras-os-Montes
€ BEIra INTETIOT. ..eoutiiiiiiiiiieiectee ettt ettt st 28

Figura 3 - Distribui¢do geografica das oliveiras selecionadas para o presente estudo.. 31
Figura 4 - Processo de extracdo de azeite pelo sistema Abencor. Colheita dos frutos (A),
maceracdo das azeitonas no moinho (B), termobatedura (C), centrifuga¢do (D),

decantagdo (E) e filtragdo do azeite (F). ......coovvveeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 33
Figura S - Preparagdo das amostras para analise do perfil volatil por cromatografia gasosa
acoplada por espectrometria de MaSSA........c.ceeveeruierieeiiienieeiienieeieeseeeiee e eaeeseeeeneees 36
Figura 6 - Preparacgdo de extrato para determinagdo da atividade antioxidante. ........... 37
Figura 7 - Preparagdo de amostras para avaliacao da atividade sequestradora pelo radical
DIPPH. ...ttt ettt 38
Figura 8 - Equipamento Rancimat para determinag@o da estabilidade oxidativa. ........ 39

Figura 9 - Andlise discriminante linear com base nos atributos sensoriais avaliados
(olfativos e gustativos). Regido de Tras-os-Montes (A), Beira Interior (B), e ambas as
regides incluidas na mesma analise (C).......coecierieeiiierieeiiieiieeie et 51
Figura 10 — Analise discriminante linear com base nos resultados obtidos do perfil de
compostos volateis por cromatografia gasosa. Regido de Tras-os-Montes (A), Beira
Interior (B) e ambas as regides incluidas na mesma anélise (C).......ccceevveevreeneieneennnen. 56
Figura 11 - Resultados da percentagem (%) de inibicdo do radical livre DPPH. Letras
minusculas, maitsculas e asterisco nas colunas indicam diferengas estatisticamente
significativas (valor de p < 0,05) entre as cultivares em Trds-os-Montes, as cultivares na
Beira e as mesmas cultivares em regides diferentes, respectivamente (ANOVA, seguida
dO tESE A€ TUKEY)...uvieneiieiiieiie ettt ettt ettt esabe e b e seeeeneeas 57
Figura 12 - Resultados do teor em fendis totais (mg de acido galico/kg de azeite). Letras
minasculas, mailsculas e asterisco nas colunas indicam diferengas estatisticamente
significativas (valor de p < 0,05) entre as cultivares em Trds-os-Montes, as cultivares na
Beira Interior e as mesmas cultivares em regides diferentes, respectivamente (ANOVA,
seguida do teste de TUKEY). cueeeuierieiiieiie ettt et 58
Figura 13 - Estabilidade oxidativa, expressa em horas, de amostras de azeite extraidas de
diferentes cultivares cultivadas em diferentes regides. Letras mintsculas, maitsculas e
asterisco nas colunas indicam diferencas estatisticamente significativas (valor de p <
0,05) entre as cultivares em Tras-os-Montes, as cultivares na Beira Interior ¢ as mesmas
cultivares em regides diferentes, respectivamente (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
........................................................................................................................................ 60
Figura 14 - Anélise de componentes principais com os dados da percentagem de inibi¢ao
do radical livre DPPH, teor em fenois totais e estabilidade oxidativa para azeites extraidos
de oliveiras da regido de Tras-os-Montes (A), Beira Interior (B) e ambas as regides
incluidas na mesma analiSe (C). ......cocuiiiiiiiiiiiieeiie et 63
Figura 15 - Andlise discriminante linear com base nos resultados obtidos do nariz
eletronico (e-nose). Regido de Tras-os-Montes (A), Beira Interior (B) e ambas as regides
incluidas na mesma analiSe (C). ......covuiiiiiiieiiiieciie et et 66

vii



Indice de tabelas

Tabela 1 - Valores de referéncia para a classificacdo comercial do azeite.................... 20
Tabela 2 - Sensores usados no E-Nose (Teixeira et al., 2021). .....cccoveeeeveeecieeecieeeennen. 40
Tabela 3 - Resultados (média + desvio padrdo) dos atributos olfativos avaliados na
ANALISE SENSOTIAL ...eiiiiiiiiiie ettt st 45
Tabela 4 - Resultados (média + desvio padrdo) dos atributos gustativos avaliados na
ANALISE SENSOTIAL ...iiiitiiiieie ettt st 48
Tabela 5 — Concentragdo (média + desvio padrdo, pg de equivalentes de padrdo interno/g
de azeite) dos compostos volateis identificados. ........cccveevieriieniienieniicieeee e 54

viii



Lista de abreviacoes

DOP - Denominagao de Origem Protegida
UE - Unido Europeia

LDL - Lipoproteina de baixa densidade
ATC — Aldeidos, terpenos e cetonas

IGP - Indicagdo Geografica Protegida
MUFA - Acidos gordos monoinsaturados
SFA - Acidos gordos saturados

PUFA - Acidos gordos polinsaturados

IM - Indice de maturagio

MF - Mediana do frutado

MD - Mediana do defeito

DPPH - 1,1-difenil-2-picrilhidrazil

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations
INE — Instituto Nacional de Estatistica
COI - Conselho Oleicola Internacional
MOS - Metal-Oxide—Semiconductor
EAG - Equivalentes de Acido Galico
PCA - Analise de Componentes Principais
LDA - Analise Discriminante Linear

DF — Func¢ao Discriminante

LOO-CV - Leave-One-Out

GC-MS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa

LOX - Lipoxigenase

X



&

AR

A3
G




1. Introducao
O azeite, principal produto obtido da oliveira (Olea europaea L.), ¢ um simbolo

emblematico da dieta mediterranica, desempenhando atualmente um papel central tanto
do ponto de vista nutricional, cultural como econémico (Belmonte-Sanchez et al., 2025).
A dieta mediterranica, reconhecida pela Organizagdo Mundial de Saude como um dos
regimes alimentares mais equilibrados e benéficos para a satide e o bem-estar, caracteriza-
se por um elevado consumo de alimentos de origem vegetal, ingestdo moderada de peixe,
aves, lacticinios e ovos, consumo reduzido de carnes vermelhas. A dieta mediterranica
caracteriza-se também por promover o consumo do azeite como principal fonte de
gordura. (Bach-Faig et al., 2011).

Segundo as estatisticas do Conselho Oleicola Internacional (COI, 2026b), a
produ¢do mundial de azeite no ano 2024/2025 atingiu as 3.572.000 toneladas (t),
estimando-se uma ligeira diminui¢do de cerca de 4% para a campanha de 2025/2026.
Desse total, os paises mediterranicos destacam-se como os principais produtores a nivel
mundial. Entre estes, a Espanha lidera com uma producao estimada para a campanha de
2025/2026 de 1.372.000 t, o que equivale a 40% da producdo mundial. Segue-se a
Tunisia, com 450.000 t (13,1%), a Italia, com 300.000 t (8.7%) e a Turquia, com 290.000
t (8,4%), entre outros paises produtores (COI, 2026a).

Em 2024, Portugal destacou-se como o sexto maior produtor de azeite a nivel
mundial, com cerca de 1.959.949 hectolitros (hl) de azeite produzidos em 380.779
hectares (ha) de area cultivada de olival distribuidos pelas diferentes regides do pais.
Entre estas, o Alentejo assume uma posicao predominante, com cerca de 206.620 ha, o
que equivale a 54,26% da area total de olival em Portugal. Esta regido ¢ também a
principal produtora de azeite a nivel nacional, com cerca de 1.616.333 hl produzidos em
2024, o que equivale a 82,5% da producao nacional (INE, 2024).

Os azeites virgens sao aqueles obtidos exclusivamente a partir do fruto da oliveira,
por processos mecanicos ou outros métodos fisicos, em condi¢des que ndo provoquem
alteracdes na sua composi¢do. Além disso, estes azeites ndo sdo sujeitos a qualquer
tratamento, exceto a operagdes como lavagem, decantacdo, centrifugacdo e filtragdo
(COI, 2025; Derewiaka et al., 2025). Tendo em conta a avaliacdo dos seus atributos
sensoriais, realizada por painéis de provadores treinados, e a composi¢do fisico-quimica,
os azeites podem ser classificados em trés categorias, aqui enumeradas em ordem
crescente de qualidade: azeite lampante, azeite virgem e azeite virgem extra

(Regulamento Delegado, UE, 2022/2104). A atribuicdo da classificacdo comercial ao
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azeite ¢ feita com base nos regulamentos estipulados pelo Regulamento Delegado (UE)
2022/2104 e o Conselho Oleicola Internacional, que define valores méximos de diferentes
parametros fisico-quimicos e sensoriais do azeite, para cada categoria. Entre os
parametros mais determinantes para a classificagdo do azeite, destacam-se a acidez, o
indice de peroxidos, os coeficientes de extingdo no ultravioleta (K232, Kasg) € a andlise
sensorial. De forma complementar, a variabilidade da composicdo dos azeites e a
diferenca na sua qualidade podem ainda ser avaliadas através de outros parametros,
nomeadamente o teor de fendis totais, a capacidade antioxidante, a estabilidade oxidativa
e a determinacdo dos compostos volateis (Lamas et al., 2024).

Entre os principais fatores que determinam a composi¢do quimica do azeite e o
perfil sensorial, destacam-se as condi¢cdes ambientais (altitude, precipitagdo, amplitude
térmica, exposi¢ao solar), bem como determinadas praticas agricolas (fertilizacdo e
irriga¢do), intimamente associados a origem geografica da produgao, contribuindo para a
qualidade e a tipicidade dos azeites provenientes de diferentes regides produtoras
(Tamine et al., 2008; El Riachy et al., 2023). Consequentemente, a origem geografica do
azeite tem-se afirmado como um importante fator de qualidade e tipicidade do produto,
assumindo relevancia crescente nos ultimos anos.

As propriedades organoléticas e nutricionais do azeite estdo intimamente
relacionadas com a sua composi¢cdo em compostos volateis e fenolicos (Bouskou, 2015).
Estes compostos, em particular os fenolicos, como o hidroxitirosol, a aglicona de
oleuropeina e o tirosol, apresentam elevado potencial antioxidante, anti-inflamatorio e
cardioprotetor, e o seu consumo esta associado a reducdo do risco de diabetes, obesidade,
hipertensdo, doencas cardiovasculares, oncoldgicas, entre outras (Unsal et al., 2025;
Kourek et al., 2025).

Segundo o Regulamento da Unido Europeia n°® 432/2012, os azeites que
contenham mais de 5 mg de hidroxitirosol e seus derivados (como o complexo
oleuropeina e tirosol) por 20 g de azeite podem ser certificados com alegagdes de satude.
Este aspeto torna-se particularmente relevante para a promogao da saude publica, visto
que 75% da populacdo em risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares nio
atinge os valores recomendados de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e que 50-
60% dos adultos na Europa apresentam niveis elevados de colesterol no sangue (Kourek
et al., 2025). Neste contexto, o azeite, enquanto alimento relativamente acessivel e rico
em compostos bioativos com elevado impacto positivo na satide humana, vem ganhando

crescente interesse tanto por parte da populacdo como da comunidade cientifica.
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Apesar de ser naturalmente rico em antioxidantes, o azeite esta sujeito a processos
de oxidagdo lipidica que podem comprometer as suas propriedades nutricionais e
organoléticas e, em ultimo caso, determinar a sua classificagdo comercial. A estabilidade
oxidativa depende de multiplos fatores, incluindo a composi¢ao em 4cidos gordos, o teor
de fendis totais, a presenca de tocoferdis, bem como as condigdes de armazenamento,
nomeadamente exposi¢do a luz, ao oxigénio e a temperatura (Chéu-Guedes et al., 2023).

A qualidade e a estabilidade oxidativa do azeite, bem como a composi¢do ¢ a
concentracdo dos compostos bioativos presentes, dependem de uma série de fatores, entre
os quais a origem geografica de produc¢do assume um papel determinante. Este fator
reflete a acdo combinada de multiplos pardmetros, tais como o clima, as propriedades do
solo, as cultivares tradicionalmente cultivadas e as condi¢des de processamento para a
extragdo do azeite (Damak et al., 2021).

O reconhecimento do impacto que a origem geografica de producdo exerce na
qualidade e diferencia¢do do azeite, bem como de outros produtos alimentares, motivou
a implementacdo de regimes oficiais de certificagdo enquanto instrumento legal de
valorizacdo e protecao dos mesmos. De forma a promover as caracteristicas Unicas destes
produtos, protegé-los contra imitagdes e garantir ao consumidor a autenticidade e a
qualidade, foram criados sistemas de certificagdo europeus, como a Denominacdo de
Origem Protegida (DOP) e a Indica¢do Geografica Protegida (IGP).

Entre as condi¢des agroclimaticas que diferenciam as regides de producdo, a
altitude em que as culturas se encontram influéncia o perfil sensorial dos azeites
produzidos. Os azeites produzidos em areas montanhosas, geralmente associada a
temperaturas mais baixas, apresentam um sabor mais amargo, picante e frutado em
comparagdo com os azeites provenientes de locais de menor altitude (Silva et al., 2022).

Para além das condi¢gdes ambientais, estudos comparativos realizados em azeites
monovarietais demonstraram que diferentes cultivares portuguesas originam azeites com
perfis fisico-quimicos e sensoriais distintos (Lamas et al., 2021). Em particular, a cultivar
Santulhana caracteriza-se por um perfil sensorial frutado-verde, em contraste com a
Madural, Cobrangosa e Verdeal Transmontana, fortemente associadas a sensacdes de
maduro. Verificam-se ainda diferencas nos parametros de qualidade, destacando-se a
Verdeal Transmontana pelos valores mais elevados de acidez e estabilidade oxidativa,
enquanto a Santulhana e Cobrangosa apresentaram valores mais elevados em teor de

fenois totais (Lamas et al., 2021).
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Diferengas no perfil volatil e na composicdo quimica do azeite tém sido
igualmente atribuidas a cultivar de oliveira utilizada. A Madural apresenta maior
predominancia de compostos pertencentes a familia dos alcoois. Os azeites obtidos da
cultivar Cobrangosa distinguem-se pela elevada concentragdo de compostos alquilicos
ramificados. Por sua vez, a cultivar Carrasquenha caracteriza-se pela elevada quantidade
de compostos sulfurados, esterois e alquilos lineares (Martins et al., 2019).

Embora existam estudos anteriores dedicados a caracterizagdo de cultivares
portuguesas, muitos desses trabalhos nao refletem a evolugdo das praticas agricolas e
tecnoldgicas atualmente aplicadas a producdo de azeite, nomeadamente no que diz
respeito a determinacdo do momento da colheita, as condigdes de armazenamento e as
tecnologias de extracdo. Paralelamente, as alteragdes climdticas tém vindo a influenciar
o perfil quimico e sensorial dos azeites, contribuindo para uma maior variabilidade entre
as amostras e tornando ainda mais limitada a informagdo disponivel sobre o
comportamento das diferentes cultivares nestas novas condi¢des de producdo. Neste
contexto, torna-se fundamental aprofundar o conhecimento sobre os azeites nacionais e
valorizar o patriménio olivicola portugués, numa altura em que se tem assistido a uma
perda progressiva do patrimonio, resultante do abandono de olivais tradicionais e da sua
substituicdo por cultivares ndo autoctones ou por outras culturas agricolas. A
caracterizacdo e valorizacdo das cultivares tradicionais assumem um papel determinante
na preservacao da autenticidade e diferenciacao dos azeites nacionais.

O presente trabalho tem como principal objetivo quantificar e compreender as
diferengas existentes entre azeites extraidos de diferentes cultivares produzidos nas
regides de Tras-os-Montes e da Beira Interior e, dessa forma, avaliar a influéncia da
origem geografica e da cultivar nas propriedades fisico-quimicas, sensoriais,
antioxidantes e no perfil volatil dos respetivos azeites. Para tal, recorrer-se-a a diferentes
metodologias analiticas e estatisticas, com o objetivo de identificar os principais
pardmetros responsaveis pela distingdo entre amostras de azeite provenientes de
diferentes cultivares e regides. Desta forma, pretende-se também contribuir para a
caracterizacdo e valorizagdo dos azeites nacionais, em particular dos azeites de
denominacdo de origem protegida (DOP), evidenciando os seus perfis quimicos e
sensoriais caracteristicos.

Este trabalho est4 dividido em cinco capitulos. No primeiro capitulo ¢ apresentada
uma revisdo bibliogréfica, abordando aspetos relacionados com a cultura da oliveira e a

producdo de azeite em paises mediterranicos, com especial foco em Portugal. Serdo ainda
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detalhados aspetos relacionados com a influéncia das condigdes agrondomicas e climaticas
nas caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas do azeite, bem como a importancia das
cultivares na olivicultura nacional e aspetos da composicdo quimica associados a sua
classificagdo comercial (capitulo 2). No terceiro capitulo sdo descritos o desenho
experimental, os materiais e metodologias aplicadas para a execug@o deste trabalho. No
capitulo quatro encontram-se descritos os resultados obtidos, bem como a discussao dos
mesmos. No quinto capitulo, sdo apresentadas as principais conclusdes, implicagdes e

perspetivas futuras relacionadas com o tema em estudo.
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2. Contextualizacao Geral
A oliveira ¢ uma arvore angiospérmica dicotiledonea pertencente a familia

Oledacea, (Paié-Ribeiro et al., 2024) sendo esta a unica espécie desta familia que produz
fruto apto para consumo humano, a azeitona (Oliveira et al., 2021). Domesticada entre
3000 e 4000 a.C. no Mediterraneo Oriental, a oliveira disseminou-se progressivamente
para o Norte de Africa, Peninsula Ibérica e outras regides do sul da Europa, impulsionada
pela expansao das civilizagdes que se estabeleceram nesses territorios (Connor e Fereres,
2010). Neste contexto, a olivicultura constitui uma das atividades agricolas mais antigas
do Mediterraneo. Em 2024, Espanha, Itdlia e Grécia destacam-se como os principais
produtores de azeite e azeitona a nivel mundial, sendo responsaveis por aproximadamente
31,8%, 12% e 8,1%, respetivamente, das cerca de 2,40 milhdes de toneladas de azeite
produzidas mundialmente (COI, 2024).

A oliveira ¢ uma espécie arbdrea reconhecida pela sua elevada adaptabilidade ao
clima mediterranico, desempenhando um papel fundamental nas dimensdes culturais,
econdémicas e sociais na regido onde ¢ cultivada (Crespo et al., 2025). Esta capacidade
adaptativa explica o facto de cerca de 95% das oliveiras existentes no mundo se
encontrarem em paises da bacia do Mediterraneo (Calado, 2024; EUROSTAT, 2020). O
clima mediterranico, marcado por verdes quentes € secos € invernos amenos € chuvosos,
¢ determinante para o ciclo fenologico e produtividade da oliveira (Fraga et al., 2020).

Contudo, a irregularidade da precipitagdo, os episodios prolongados de
temperaturas elevadas e outros impactos decorrentes das alteragdes climaticas
representam desafios crescentes para o setor olivicola (Fraga et al., 2020). Projecdes
indicam que a regido mediterranica serd uma das mais afetadas por estas alteragdes no
clima. Entre os principais impactos previsiveis destacam-se um aumento significativo da
intensidade e frequéncia de episddios de temperatura elevada, acompanhado de um
acentuado agravamento da escassez hidrica (IPCC, 2014) e disseminacdo e surgimento
de novas pragas e doengas, fatores que podem tornar particularmente vulneraveis os
olivais de sequeiro (Benlloch-Gonzéez et al., 2014). Este contexto, aliado aos processos
de erosdo genética que afetam o setor, refletido no facto de apenas 5% das cultivares
mundiais serem amplamente exploradas comercialmente, representa uma séria ameacga a

sustentabilidade e resiliéncia da olivicultura (COI, 2022).
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2.1 Olivicultura em contexto nacional
A olivicultura assume uma elevada relevancia na agricultura nacional, quer pela

sua ampla distribui¢@o nas areas de exploragdo agricola, quer pelo seu contributo para o
produto agricola nacional. O azeite, principal produto da oliveira, ¢ um elemento
fundamental da dieta mediterranica e uma importante fonte de rendimento para diferentes
regides do pais, principalmente no interior, onde a agricultura de sequeiro tem grande
predominancia (Monteiro, 2024).

Desde 1985, tem-se verificado uma evolug¢ao da area de cultivo do olival em
territorio nacional, passando de cerca de 340.000 ha, no fim do século XX, para cerca de
380.000 ha no inicio da década de 20 do presente século (Calado, 2024; FAOSTAT,
2022). Paralelamente, nos ultimos 20 anos, a produtividade média da azeitona triplicou,
passando de cerca de 0,7 toneladas de azeitonas/ha de olival para 2,1 toneladas de
azeitona/ha (Anonimo S.N). Esta mais recente dinamiza¢do da olivicultura nas ultimas
décadas, evidente pelo aumento da area de cultivo e da capacidade de producao, deve-se,
em grande medida, ao processo de modernizagdo e mecanizagao do qual o setor tem sido
alvo. Desde logo, destaca-se a conversao progressiva dos olivais tradicionais de sequeiro,
de menor densidade de plantacdo, em sistemas de producado intensivos ou olivais de alta
densidade, de maior dimensdo e frequentemente irrigados (Reis, 2014). Para o aumento
da area cultivada e da capacidade produtiva, contribuiram também a ado¢do de novas
tecnologias de precisdo aplicadas a produgdo agricola, incluindo sistemas de rega de
precisdo, mecanizag¢do na colheita e nas operagdes agricolas, bem como a utilizagdo de
sensores de monitorizagdo ao longo do processo produtivo, permitindo uma gestdo mais
eficiente dos fatores de producdo (Reis, 2014).

Portugal esté entre os 10 maiores produtores mundiais de azeite, sendo aquele com
a melhor propor¢do de azeite virgem e virgem extra em relacdo a produgdo total
(Anonimo S.N). Como resultado do processo de modernizagdo do setor, a producao
nacional tem vindo a aumentar de forma consistente, passando de 24.600 t na campanha
de 2000/2001 para 210.000 t na campanha de 2021/2022, o que representa cerca de 6%
da producdo mundial de azeite (Anonimo S.N). Para a campanha de 2024/2025, foram
produzidos cerca de 177.000 t de azeite, o que corresponde a cerca de 4% da produgdo
mundial (COI, 2026a). Este crescimento tem contribuido para a consolidagdo da
olivicultura como um dos setores de maior relevo socioeconémico da agricultura

nacional.
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As principais regides olivicolas em Portugal situam-se no Alentejo, seguido de
Tréas-os-Montes e Beira Interior, onde sdo adotados diferentes sistemas de producdo,
desde o olival tradicional até sistemas intensivos e alta densidade (INE, 2024). Em
particular, na regido do Alentejo tem-se verificado um aumento significativo da area de
olival, que representa atualmente 55% da area total dedicada a olivicultura nacional
(Anonimo S.N).

Portugal sempre veio sendo responsavel por uma boa parte da producao de azeite
proveniente da EU, ¢ atividade econémica que gera grande impacto no pais visto que em
2023/24 as exportagdes atingiram aproximadamente 68 mil toneladas de azeite. (COI,
2024). Para além da sua relevancia econdmica, a olivicultura desempenha também um
papel significativo na preservagao da paisagem rural e do patriménio cultural e ambiental.
Em particular, os olivais centendrios e os métodos tradicionais de producao representam
um elemento identitario dos paises Mediterranicos, preservam praticas agricolas
sustentaveis e sdo relevantes para a manutenc¢do da biodiversidade local (Rodrigues et al.,

2022).

2.2 Composicao e qualidade do azeite

A composicao do azeite ¢ constituida maioritariamente por triacilglicerois, que
compdem entre 97 e 99% da fragdo total. A fracdo minoritaria inclui diversos compostos
bioativos, nomeadamente fenois, alcoois, hidrocarbonetos e esterdis que, ainda que
presentes em quantidades mais reduzidas, desempenham um papel determinante na
qualidade nutricional, na estabilidade oxidativa e no perfil sensorial do azeite
(Kostelenos, G. & Kiritsakis, A., 2017).

Os acidos gordos sdo compostos organicos constituidos por um grupo carboxilico
ligado a cadeias hidrocarbonadas e estdo presentes no azeite principalmente sob a forma
de triacilglicerois. Estes compostos podem ser classificados como insaturados (4cido
oleico, acido palmitoleico, 4cido linoleico) e saturados (palmiticos e 4cidos estedricos),
consoante a presenca ou auséncia de ligacdes duplas entre &tomos de carbono (Unsal et
al., 2025). Do ponto de vista da composi¢ao lipidica, o azeite apresenta altos niveis de
acidos gordos insaturados, em particular o acido oleico (Cis:1), de maior predominancia
(70-85%), seguido de acido palmitoleico (Cis:1) € acido linoleico (Cis:2) (Rowley et al.,
2025).

Conforme a legislacdo em vigor (Regulamento de Execucdo UE 2022/2104), a

classificagdo comercial do azeite (azeite virgem extra, virgem ou lampante) baseia-se em
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parametros fisico-quimicos e sensoriais especificos. Para que um azeite seja classificado
como azeite virgem extra, deve cumprir com critérios quantitativos rigorosos,
apresentados na tabela 1. Do ponto de vista sensorial, a mediana de defeitos deve ser igual
a zero ¢ a mediana de frutado deve ser superior a zero. No caso de azeites classificados
como virgem, sdo admitidos niveis de acidez <2,0%, I[P <20,0 mEq O2/kg de azeite, K»3>
< 2,60, Kaes/270 < 0,25, mediana dos defeitos até 3,5 e do frutado superior a zero
(Regulamento de Execu¢do UE 2022/2104). Relativamente ao azeite lampante, este
apresenta defeitos sensoriais significativos e parametros fisico-quimicos fora dos limites
impostos pela legislacdo, pelo que ndo ¢ habilitado para comercializagdo. Estes azeites
sdo submetidos a processos de refinagao, apos 0s quais sdo misturados com azeite virgem

extra ou virgem, podendo ser posteriormente comercializados sob a categoria de “azeite”.

Tabela 1 - Valores de referéncia para a classificacdo comercial do azeite.

Parametros Virgem Extra Virgem Lampante
Acidez (%) <0,80 <2,0 >2,0
Indice de Peréxidos
< < —

mEq O2/kg =20,0 =20,0

K232 <2,50 <2,60 —
K63 ou K70 <0,22 <0,25 —

Md=0,0 Md<3,5

Analise Sensorial Mf> 0,0 Mf> 0,0

Mf - Mediana do frutado; Md — Mediana dos defeitos
Adaptado do Regulamento (UE) 2022/2104 de 29 Julho de 2022.

2.3 Importancia das Cultivares de Azeitona

Em Portugal encontram-se descritas e referenciadas um total de 65 cultivares de
oliveira, cultivadas para a produgdo de azeite, de azeitona de mesa, ou para ambos os fins
(DGAV, 2025). Entre as cultivares de maior relevo na olivicultura nacional destacam-se
a Bical de Castelo Branco, Carrasquenha, Cobrangosa, Cordovil de Castelo Branco,
Galega vulgar, Madural, Negrinha de Freixo, e Verdeal Transmontana. Cada uma destas
cultivares apresenta caracteristicas morfologicas, agrondmicas e sensoriais distintas, que
se refletem diretamente na composicao e qualidade do azeite produzido (Rodrigues et al.,
2022).

Algumas destas cultivares apresentam ampla distribui¢ao no territdrio continental,

sendo exploradas em varias das principais regides olivicolas, enquanto outras apresentam
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difusdo mais limitada, frequentemente associadas a areas geograficas de menor dimensao
(Figura 1). Importa ainda salientar a crescente relevancia que cultivares de outros paises
tém assumido nos sistemas de producdo intensivo e alta densidade, particularmente na
regido do Alentejo. Entre estas, destacam-se a Arbequina e a Picual, de origem espanhola,
e a Koroneiki, de origem grega.
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Figura 1 - Mapa com a distribui¢do de cultivares de oliveira em Portugal continental.
Fonte: “Recursos genéticos da oliveira e sua preservacdo no contexto das alteracdes
climaticas”, de Cordeiro, A & Inés, C (2016).

2.3.1 Cobrancosa

A Cobrangosa ¢ uma cultivar de origem transmontana, sendo uma das cultivares
mais representativas dos azeites com Denominagdo de Origem Protegida de Tras-os-
Montes (Fernandes-Silva et al., 2013). Além da predominancia nessa regido, a
Cobrancosa encontra-se distribuida também pelas regides do Ribatejo, Beira Alta e
Alentejo, cultivada para producdo de azeite e azeitona de mesa. Do ponto de vista
agrondmico, trata-se de uma cultivar de porte médio e hébito de crescimento amoitado,
caracterizado por elevada produtividade e adaptada a colheita mecanica, nomeadamente
com recurso a vibrador. Apresenta tolerancia ao frio, a solos calcarios e alcalinos, mas

suscetivel a seca e a salinidade. Relativamente a incidéncia a doengas, apresenta

moderada suscetibilidade ao olho-de-pavao e tuberculose (Leitdo et al, 1986). Os frutos
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sdo de tamanho médio e elipsoidais, com peso entre 2,5 e 5g, com rendimento em azeite
variando entre 18 a 22%. Os azeites produzidos a partir desta cultivar sdo amplamente
reconhecidos pela sua elevada qualidade sensorial e estabilidade oxidativa (Leitao et al,
1986). Caracterizam-se por um perfil sensorial com aroma e sabor fresco, sensacdes

verdes, amargo e picante (Fernandes-Silva, 2012).

2.3.2 Carrasquenha

A carrasquenha ¢ uma cultivar tradicional do Alentejo, bastante produtiva e
adaptada a diversos tipos de solo, exceto terrenos muito humidos. Trata-se de uma
cultivar de porte pequeno, com arborescéncia amoitada. Do ponto de vista agronémico,
apresenta pouca suscetibilidade ao ataque da mosca-da-azeitona e da gafa. Os frutos sdo
de tamanho médio a grande com formato elipsoidal e massa média entre 3-5 g (Leitdo et
al, 1986). Os azeites desta cultivar distinguem-se pela suavidade e harmonia sensorial,
com frutado médio e notas de erva e frutos secos, geralmente menos amargos que outras

cultivares (Vaz-Freire et al., 2008).

2.3.3 Cordovil de Castelo Branco

Tipica do Alentejo e presente na Beira Interior, a Cordovil de Castelo Branco ¢
conhecida pelo bom rendimento em azeite e pela adaptacdo a solos pobres. Trata-se de
uma cultivar com porte médio a elevado, e os frutos de formato elipsoidal e massa média
entre 3-6 g. Possui uma maturacdo tardia e uma queda natural reduzida dos frutos, com
uma certa resisténcia ao desprendimento, o que a torna favoravel a colheita mecanizada.
Do ponto de vista fitossanitario, a Cordovil de Castelo Branco apresenta suscetibilidade
a tuberculose, a gafa e a mosca da azeitona (Leitdo et al, 1986).

Os azeites da Cordovil de Castelo Branco apresentam frutado médio a intenso,
com notas de maga verde, erva e picante. Do ponto de vista quimico, apresentam teor

relevante de acido oleico ¢ de fendis totais (Fernandez et al., 2023).

2.3.4 Negrinha de Freixo

A cultivar Negrinha de Freixo encontra-se disseminada nas regides de Tréas-os-
Montes e Beira Interior, sendo maioritariamente utilizada para consumo como azeitona
de mesa. Apesar de também poder ser destinada a producdo de azeite, o seu baixo
rendimento em 6leo e a favoravel relagdo polpa: carogo tornam-na mais adequada para a

producdo de azeitona de mesa (Leitdo et al, 1986). As arvores desta cultivar apresentam
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porte pequeno a médio, com ramificacdes de tamanho intermédio, destacando-se pela
elevada produtividade e regularidade de produgao.

Possui frutos arredondados e de peso variando de 3 a 5 g. Trata-se de uma cultivar
de maturagdo precoce, com acentuada queda natural dos frutos, podendo ser utilizada a
colheita mecanica, desde que realizada nas fases iniciais de maturacdo. Em termos
fitossanitarios, apresenta elevada resisténcia ao ataque da gafa e da mosca da azeitona e
resisténcia moderada a tuberculose (Leitdo et al, 1986). Os azeites obtidos a partir desta
cultivar caracterizam-se por um perfil sensorial suave e aromatico, com frutado
predominantemente maduro, notas de frutos secos e maga, e baixa intensidade de amargo

e picante (Rodrigues et al., 2022).

2.3.5 Madural

A Madural ¢ uma cultivar caracteristica da regido de Tras-os-Montes,
encontrando-se também amplamente difundida na Beira Interior. Apresenta elevados
niveis de produtividade, embora de frutificacdo irregular, sendo adequada a colheira
mecanizada. Trata-se de uma cultivar tolerante ao frio intenso, porem suscetivel a
cochonilha, ferrugem e mosca-da-azeitona.

A oliveira apresenta um porte médio com ramifica¢cdes medias ou curtas. O fruto
¢ de formato elipsoidal com peso entre 2 a 4g (Leitdo et al, 1986).

Os azeites desta cultivar caracterizam-se por um perfil sensorial intenso, com
frutado verde, notas de erva fresca, tomate e frutos secos, bem como um amargo e picante
persistentes. Estudos apontam para elevados teores de acido linoleico e de fenois totais,

responsaveis pela boa estabilidade oxidativa (Fernandez et al., 2023).

2.3.6 Bical de Castelo Branco

A Bical de Castelo Branco ¢ uma cultivar presente em olivais tradicionais do
centro e norte de Portugal. As arvores apresentam porte médio a grande, com ramificagao
alongada, fruto elipsoidal de tamanho médio ou grande e forma pontiaguda. Esta cultivar
é ligeiramente suscetivel 2 mosca-da-azeitona e a gafa. E uma cultivar apropriada para
colheita por vibracao devido & relativa resisténcia ao desprendimento do fruto (Leitdo et
al, 1986). Os frutos sdo frequentemente destinados a conserva, apresentando um peso

médio entre 4 e 6 g (Leitdo et al, 1986).
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Os azeites da cultivar Bical de Castelo Branco caracterizam-se por um frutado
médio, com notas herbaceas suaves, ligeiro amargor e picante equilibrado. So descritos
como azeites harmoniosos, mas com menor intensidade que Cobrancosa ou Madural

(Martins et al., 2017).

2.3.7 Verdeal Transmontana

A Verdeal Transmontana ¢ uma cultivar tipica de Tras-os-Montes, muito
produtiva em solos mais fundos e férteis. Arvores de porte médio e de ramificagdes de
tamanho médios, apresenta baixa tolerancia a seca, produgdo tardia em terras frias e
maturacdo desigual. Por possuir resisténcia ao desprendimento do fruto, a colheita por
vibracdo ¢ a mais apropriada (Leitdo et al, 1986).

Fruto de forma elipsoidal de peso entre 2 e 4 g e rendimento em azeite de 20 a
25%. Em termos fitossanitarios, a cultivar € suscetivel a tuberculose e a mosca da azeitona
(Leitao et al, 1986). Os azeites produzidos por esta cultivar sdo reconhecidos pela sua
elevada qualidade, com frutado verde intenso e notas sensoriais de folha, erva cortada e
frutos verdes. Apresenta teores elevados de fenois totais, conferindo robustez, amargor e
picantes marcantes. Também apresenta boa estabilidade oxidativa, sendo considerada

uma cultivar de exceléncia para azeites monovarietais (Malheiro et al., 2018).

2.4 Fatores que influenciam a composi¢cao quimica e sensorial do azeite

A composi¢ao e qualidade do azeite resultam da interacdo complexa entre fatores
genéticos, agrondmicos, ambientais e tecnoldgicos. A compreensdo desta interacao €, por
isso, fundamental para a valorizagdo do produto e para a sua diferenciagdo com base na
origem geografica (Caporaso, 2016).

A cultivar de oliveira cultivada desempenha um papel determinante ao influenciar
diretamente a composi¢ao lipidica, o teor de fenois totais e o perfil de compostos volateis.
Consequentemente, diferentes cultivares apresentam caracteristicas sensoriais e quimicas
distintas, o que se reflete em variagcdes na estabilidade oxidativa e na intensidade dos
atributos aromaticos e gustativos.

Para além da componente genética, os fatores ambientais desempenham
igualmente um papel preponderante na composicao do azeite ao regular o metabolismo
secundario da planta e, consequentemente, a sintese de compostos bioativos
caracteristicos da composi¢ao do azeite. Os solos, enquanto fonte de nutrientes, minerais,

e recursos hidricos essenciais ao desenvolvimento da oliveira, desempenham um papel
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fundamental na diferenciacdo dos azeites produzidos. As caracteristicas fisico-quimicas
do solo, como pH, matéria organica e textura, influenciam a biodisponibilidade e
absor¢do de nutrientes essenciais pela raiz, com implicagdes para a atividade de enzimas
envolvidas na sintese de lipidos (Damak et al., 2021).

As condicdes climaticas, nomeadamente temperatura, precipitacdo, radiacdo
solar, exercem igualmente uma influéncia determinante na qualidade do azeite, afetando
os processos metabdlicos e fisiologicos da oliveira ao longo do ciclo vegetativo. Estudos
realizados em oliveiras centenarias no Vale do Cda demonstraram que a variabilidade
climatica anual se reflete na composi¢do de acidos gordos, no teor de fendis totais, na
estabilidade oxidativa e na atividade antioxidante do azeite, evidenciando a forte
interdependéncia entre a qualidade do produto e o ambiente de producdo (Bortoluzzi et
al., 2023). De modo geral, azeites provenientes de regides de clima mais frio tendem a
apresentar maiores teores de antioxidantes naturais e de adcidos gordos monoinsaturados
(MUFA), em particular do acido oleico, bem como uma relagdo 4cido oleico/linoleico
mais elevada. Em contrapartida, os azeites produzidos em zonas de clima mais quente
tendem a ser mais ricos em acidos gordos saturados (SFA) e polinsaturados (PUFA),
destacando-se, respetivamente, o 4cido palmitico e o acido linolénico (Bortoluzzi, 2023).

A altitude constitui também um fator ambiental de relevo, uma vez que influencia
a amplitude térmica e a incidéncia de radiacdo solar. Olivais localizados em altitudes mais
elevadas estdo frequentemente expostos a climas mais frios e a outros fatores de stress
abidtico, o que pode induzir alteragcdes na composicao de acidos gordos, nomeadamente
o aumento do &cido oleico (Rodrigues et al., 2023). Estudos realizados na cultivar Chetoui
indicam que olivais localizados acima de 500 m de altitude apresentam teores
significativamente mais elevados de fenodis totais, como a oleuropeina, e de outros
compostos antioxidantes (Zakraoui et al., 2023). Neste contexto, estudos tém
demonstrado que a composi¢do do azeite pode ser mais influenciada pela regido de
produgdo do que pela propria cultivar, permitindo a sua discriminagdo e rastreabilidade
com base em determinados marcadores quimicos (Damak et al., 2021; Rocha, et al.,
2026). Neste contexto, demonstrou-se que os azeites da Beira Interior apresentam maiores
teores de compostos volateis e intensidades olfativas superiores quando comparados com
azeites de Tras-os-Montes ou do Alentejo Interior, permitindo a sua discriminagao
geografica com elevada sensibilidade estatistica com recurso a ferramentas analiticas,
como o nariz eletronico (e-nose) (Rodrigues et al., 2024). No entanto, a identifica¢do da

origem geografica dos azeites ¢ desafiante, uma vez que fatores como o estado de
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maturacdo da azeitona, a variabilidade intra-varietal e as condi¢des do processo de
extragdo de azeite influenciam de forma significativa o perfil quimico e volatil do
produto, moldando o conjunto de atributos sensoriais (Silva et al., 2022).

Paralelamente, praticas culturais, como a irrigagdo, a densidade de plantagdo e a
fertilizagdo, influenciam diretamente o desenvolvimento e a maturagdo do fruto, bem
como a acumulacio de compostos bioativos. Estas praticas condicionam
significativamente os atributos quimicos e sensoriais do azeite, contribuindo para sua
qualidade final (Rodrigues et al., 2018). Em contexto industrial, as condig¢des de
processamento das azeitonas para extracdo de azeite, nomeadamente a temperatura, o
tempo de batedura e a exposi¢do ao oxigénio, desempenham um papel determinante na
composi¢do e nos atributos organoléticos do azeite. Se as condi¢des de processamento
durante a batedura ndo forem adequadamente controladas, podem induzir alteracdes
quantitativas e qualitativas nos compostos bioativos do azeite, favorecendo processos de
degradagdo oxidativa e reagdes enzimdticas que resultam na formacdo de defeitos

sensoriais (Caporaso, 2016).

2.5 Influéncia da Regido

Tras-os-Montes

Localizada no nordeste de Portugal, a regido de Tras-os-Montes ocupa uma area
aproximada de 12.283 km? e faz uma fronteira natural com a Espanha. A sua topografia
¢ bastante complexa, apresentando variagdes significativas de altitude em relagdo ao nivel
do mar, que vao desde cerca de 70 m, no extremo oeste do vale do rio Douro, até 1 486
m, na Serra de Montesinho, no extremo nordeste da regido (Crespo et al., 2025).

A orografia da regido influencia diretamente as variacdes climdticas locais, a
formacao dos solos e, consequentemente, a fisiologia das plantas. Os solos da regido sdo
predominantemente constituidos por litossolos e cambissolos, ambos pouco
desenvolvidos e com baixo teor de matéria orgénica, caracteristicas tipicas de areas
montanhosas e de relevo acidentado (Silveira et al., 2022).

O clima predominante em Tras-os-Montes ¢ classificado como mediterranico,
caracterizado por verdes quentes e secos, frequentemente com temperaturas superiores a
30 °C, e invernos frios e chuvosos (Crespo et al., 2025).

O territério de Tras-os-Montes € constituido pelos seguintes concelhos: Alfandega
da F¢, Braganca, Macedo de Cavaleiros, Miranda do Douro, Mirandela, Mogadouro, Vila

Flor, Vimioso e Vinhais (Figura 2). Nesta regido encontram-se reconhecidos 23 produtos
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com Denominagdo de Origem Protegida (DOP) e Indicagdo Geografica Protegida (IGP)
pela Unido Europeia (CIM-TTM, 2026).

O setor da olivicultura na regido caracteriza-se sobretudo por olivais tradicionais
de sequeiro, com baixa densidade de plantacdo. A regido de Tras-os-Montes ¢ ainda
caracterizada pelo cultivo de um conjunto de cultivares tipicas e autdctones que conferem
a tipicidade dos azeites ai produzidos. Sdo exemplos das principais cultivares cultivadas
na regido a Cobrangosa, Cordovil de Castelo Branco, Madural, Negrinha de Freixo,
Verdeal Transmontana e Santulhana (Rodrigues et al., 2020). Atualmente, Trés-os-
Montes ocupa a segunda posi¢do entre as maiores regides produtoras de azeite em
Portugal, com uma produgdo de 199.793 hl de azeite, ficando atras apenas da regido do

Alentejo (INE, 2024).

Beira Interior

A regido da Beira Interior, localizada no centro de Portugal, apresenta um perfil
agricola fortemente influenciado pelas suas condigdes edafoclimaticas. A diversidade
altimétrica, que varia entre vales de menor cota e areas montanhosas frequentemente
acima de 700 metros de altitude, contribui para a existéncia de multiplos microclimas,
que influenciam de forma significativa a aptidao agricola da regido (Pogo, 2021).

O clima ¢ tipicamente mediterranico, caracterizado por verdes quentes € secos €
invernos frios e chuvosos. Estas condi¢gdes impdem limitacdes ao desenvolvimento das
culturas agricolas, exigindo adaptagdes especificas ao regime hidrico e térmico
predominante (Arsénio & Madeira, 2022).

A atividade agricola na regido desenvolve-se predominantemente em regime de
sequeiro e com baixa densidade de plantacdo. Neste contexto, as culturas permanentes
assumem particular relevancia, destacando-se a vinha, o olival e o amendoal, que se
encontram bem-adaptados as condi¢des edafoclimaticas da regido (Silva, 2011).

O territério da Beira Interior ¢ constituido pelos concelhos de Aguiar da Beira,
Almeida, Belmonte, Castelo Branco, Celorico de Basto, Covilha, Figueira de Castelo
Rodrigo, Fornos de Algodres, Fundao, Gouveia, Guarda, Macao, Manteigas, Méda,
Oledo, Oleiros, Pampilhosa da Serra, Penamacor, Pinhel, Proenga-a-Nova, Sabugal, Seia,
Serta, Trancoso, Vila de Rei e Vila Velha de Rédao (Figura 2).

Do ponto de vista econdmico, a regido destaca-se no setor vitivinicola,

nomeadamente pela Denominagdo de Origem Protegida Beira Interior, cujos vinhos
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refletem a influéncia das condi¢des climaticas rigorosas e dos solos predominantemente

graniticos e xistosos (Arsénio & Madeira, 2022).

B Tris-os-Montes

[ Beira Interior

Figura 2 - Mapa representando os concelhos que formam as regides de Tras-os-Montes
e Beira Interior.

2.6 Justificacdo do estudo

A qualidade quimica e sensorial do azeite ¢ influenciada por um conjunto de
fatores que interagem entre si, como a cultivar de oliveira, as condi¢des edafoclimaticas,
praticas agrondémicas e os processos de extracao do azeite. Torna-se, por isso, importante
compreender melhor de que forma a interacdo entre estes fatores resulta na diferenciagao
das caracteristicas do azeite produzido em diferentes regides.

As especificidades dos azeites e outros produtos alimentares, produzidos em
diferentes regides, sdo reconhecidas e protegidas na Unido Europeia através de selos de
certificacdo, de forma a promover e valorizar as suas caracteristicas Uinicas associadas a
sua origem geografica (Comissdo Europeia, 2025). Para tal, foi criado o selo de
denominacdo de origem protegida (DOP), atribuido a azeites cujas etapas de producdo,
transformacdo e elaboracdo ocorrem integralmente em uma 4area geografica especifica,

caracterizada por condi¢des Unicas de solo e clima, e elaborados a partir de cultivares
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especificas de oliveiras. A combinagdo desses fatores, juntamente com os cuidados na
colheita, no transporte até o lagar e no processo de produgdo, resulta em um azeite com
propriedades quimicas e sensoriais distintas de acordo com a origem geografica. Em
Portugal, sdo seis as DOPs certificadas para azeite, nomeadamente, azeite de Tras-os-
Montes, azeite da Beira Interior, azeite do Ribatejo, azeite do Norte Alentejo, azeite de
Moura e azeite do Alentejo Interior.

Paralelamente, a Indicagdo Geografica Protegida constitui um regime mais
flexivel, exigindo apenas que pelo menos uma das fases de producdo seja realizada na
regido delimitada. Porém, o produto deve manter uma ligagdo evidente entre as suas
caracteristicas e a sua origem geografica (Comissdo Europeia, 2025). Ambas as
modalidades de certificacdo desempenham um papel fundamental no reconhecimento de
praticas sustentaveis e no desenvolvimento rural, valorizando os produtos tradicionais e

reforcando os objetivos do Pacto Ecologico Europeu (Regulamento UE, 2024/1143).
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Capitulo 3 — Material e
Métodos




3. Material e Métodos

3.1 Amostragem
Para o presente trabalho, foram selecionadas duas importantes regides produtoras

de azeite em Portugal: Tras-os-Montes e Beira Interior. Em cada uma das regides foram
amostrados olivais de diferentes cultivares, de forma a representar a diversidade
caracteristica de cada zona. Na regido de Tras-os-Montes, foram selecionados olivais de
Cobrangosa, Negrinha de Freixo, Verdeal Transmontana e Madural. Na regido de Beira
Interior foram selecionados olivais das cultivares Cordovil de Castelo Branco, Bical de
Castelo Branco, Negrinha de Freixo, Verdeal, Carrasquenha e Madural. Os olivais
amostrais encontram-se distribuidos por diferentes concelhos de cada regido, totalizando

35 concelhos (Figura 3).
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Figura 3 - Distribui¢do geografica das oliveiras selecionadas para o presente estudo.
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A colheita das azeitonas de cada olival foi realizada manualmente, procedendo-se
a separagdo das azeitonas por cultivar. No total, foram recolhidas 47 amostras
correspondentes a sete cultivares distintos.

O indice de maturagcdo (IM) foi determinado de acordo com as diretrizes do
Conselho Oleicola Internacional (COI, 2011), com o objetivo de determinar a fase de
maturacdo das azeitonas no momento da colheita. Este método baseia-se na avaliagdo
visual da cor da epiderme e da polpa das azeitonas, classificando uma amostra de 100

frutos em oito classes (C) distintas:

CO0: Epiderme de cor verde-escuro

C1: Epiderme de cor verde-amarelado

C2: Epiderme de cor verde com manchas avermelhadas em menos da metade da
superficie da azeitona.

C3: Mais de metade da superficie do fruto de cor avermelhada ou roxa.

C4: Epiderme negra com polpa branca

C5: Epiderme negra com menos da metade da polpa de cor roxa

C6: Epiderme negra com quase toda polpa roxa até o endocarpo

C7: Epiderme negra com toda polpa roxa até ao endocarpo

O indice de maturacao foi calculado segundo a Equagdo (1), onde A, B, C, D, E, F, Ge
H correspondem ao nimero de azeitonas observadas em cada uma das respetivas
categorias de maturagao:
Eq. 1
. Ax0 + Bx1 + Cx2 + Dx3 + Ex4 + Fx5 + Gx6 + Hx7
100

3.2 Extracao de azeite

Para as amostras da regido de Tras-os-Montes extra¢do dos azeites foi realizada
de acordo com o método descrito por (Rodrigues et al., 2020). Apo6s a colheita, procedeu-
se a extracdo de azeite utilizando um sistema Abencor (Comercial Abengoa S.A., Sevilha,
Espanha), instalado no laboratorio AgroBioTecnologia-Azeites da Escola Superior

Agréria de Braganga., J4 para as amostras da regido da Beira Interior foram extraidas nas
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mesmas condi¢des, porém utilizou do sistema Abencor instalado no Instituto Politécnico
de Castelo Branco (IPCB).

O sistema Abencor (Figura 4) é composto por um moinho de martelos (MM-100,
MC2., Sevilha, Espanha), equipado com um crivo de 5,5 mm de didmetro e um motor
monofasico de 1,5 kW; uma termobatedora (Thermo-Mixer TB-100, MC2., Sevilha,
Espanha), com oito panelas de mistura, possuindo controlo de temperatura e hélices
individuais para a homogeneizagao da pasta; e uma centrifuga (Centrifugal Machine CF-
100, MC2., Sevilha, Espanha), com motor trifasico de 1,5 kW, tambor em ago inoxidavel,
rotacdo maxima de 3500 rpm e temporizador automatico.

As azeitonas foram moidas e cerca de 700 g de pasta foram transferidos para cada
unidade da termobatedora, onde permaneceram em malaxa¢do continua por 30 minutos,
em banho-maria a 25 °C. Apos este periodo, a pasta foi submetida a centrifugacao e
posterior decantagdo, para recolha do azeite.

O azeite obtido foi filtrado com papel de filtro (Whatman n.° 4) e com sulfato de

sodio anidro, com o objetivo de remover particulas sélidas e dgua. Posteriormente, as

amostras de azeite foram armazenadas em frascos de vidro &mbar com capacidade de 100

Figura 4 - Processo de extragdo de azeite pelo sistema Abencor. Colheita dos frutos
(A), maceracdo das azeitonas no moinho (B), termobatedura (C), centrifugagdo (D),
decantacdo (E) e filtragdo do azeite (F).
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mL, protegidas da luz e mantidas a temperatura ambiente (20-25 °C) até a realizacao das
analises. As analises de qualidade, acidos gordos e tocoferdis foram realizadas pelos
membros do Instituto Politécnico de Castelo Branco, uma vez que esse trabalho foi feito
no ambito do projeto Olivotec e o Instituto Politécnico de Braganga ficou responsavel de
realizar as andlises de composi¢do volatil por cromatografia gasosa, perfil volatil pelo

nariz eletrdnico e analise sensorial.

3.3 Analise Sensorial Descritiva

A analise sensorial dos azeites foi realizada de acordo com as recomendagdes
especificadas pelo Conselho Oleicola Internacional (COI/T.20/ Doc. de 22 Novembro
2005), com algumas modifica¢des descritas por Rodrigues et al., (2020).

A analise sensorial descritiva foi conduzida por um painel de provadores treinados
da Escola Agraria do Instituto Politécnico de Braganga, composto de 6 homens e 2
mulheres com idades entre 25 e 54 anos a fim de assegurar a consisténcia e a
reprodutibilidade dos resultados.

As provas sensoriais decorreram em uma sala de provas, com iluminagao natural,
temperatura controlada e auséncia de odores, assegurando condi¢des adequadas para a
correta percecdo sensorial. A sala de prova possui 8 cabines individuais para realizacao
das andlises sensoriais. Utilizaram-se copos oficiais de prova, em conformidade com as
normas do Conselho Oleicola Internacional (COI, 2018), de cor azul ou vermelha, de
forma a impedir a visualizagdo da cor do azeite. As amostras foram mantidas a
temperatura de 28 °C, favorecendo a libertacdo dos compostos aromaticos e contribuindo
para a fiabilidade dos resultados obtidos.

A avaliagdo sensorial foi realizada com base numa escala de intensidade de 0 a
10, em que O corresponde a auséncia de sensagdes ¢ 10 a intensidade mdéxima
percecionada para cada atributo. A avaliacdo incluiu atributos olfativos e gustativos e
olfato gustativos. Numa primeira fase, procedeu-se a andlise das caracteristicas olfativas
do azeite, avaliando-se as sensagdes de frutado (verde ou maduro), notas frutadas e
herbaceas, bem como a harmonia. Para as sensagdes gustativas, determinou-se a
intensidade dos mesmos parametros considerados na fase olfativa, acrescida da avaliagao
dos atributos doce, amargo e picante. Nas sensacdes olfato gustativas, foram ainda
avaliados os pardmetros de complexidade e persisténcia, sendo a complexidade associada
a combinagdo e diversidade das sensagdes positivas percebidas, enquanto a persisténcia

corresponde a duragdo das sensagdes que permanecem na boca apds a prova da amostra.
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3.4 Compostos Volateis

Para a obtengdo do perfil de compostos volateis e a sua quantificagdo foi
analisado, as amostras de azeite foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS), com a extragdo dos volateis feita com recurso a uma
micro extracdo em fase s6lida em modo headspace (HS-PME). O cromatografo utilizado
foi o Shimadzu GC-2010 Plus, acoplado com um espectrémetro de massas Shimadzu GC-
MS-QP2010 SE. A coluna usada para a separagdo dos volateis foi a TRB-5MS (30 m %
0.25 mm x 0.25 um) (Teknokroma, Espanha).

Foram pesadas 3g da amostra de azeite em um frasco vedado com um magneto no
interior para assegurar agitagdo de 310 rpm e em banho-maria a 40°C (Figura 5). Apds 5
minutos, foram injetados 5 puL do padrdo interno (4-metil-2-pentanol, 0,127mg/mL,
Sigma-Aldrich). Passados 5 minutos apos a inje¢do do padrdo interno, foi inserida uma
fiora SPME  revestida com  divinylbenzene/carbonex/polydimethylsiloxane
(DVB/CAR/PDMS, 50/30 um) da Supelco (Bellefonte, USA) no interior do frasco
durante 30 minutos para adsorver os compostos volateis no headspace do frasco. De
seguida, a fibra foi retirada do interior do frasco e injetada e mantida no GC em modo
splitless por 10 minutos. Os volateis foram removidos da fibra por dessor¢ao térmica na
porta de injecao do cromatografo (220 °C), durante 10 min. A fase movel utilizada foi
composta do gas Hélio com um fluxo linear de 30cm/s e um fluxo total de 24,4mL/min.
A rampa de temperaturas utilizadas iniciou no 40°C, com um aumento de 2°C/min até
220°C no tempo de 30min. A fonte de ionizacdo foi mantida a 250 °C com uma energia
de ionizagdo de 70 elétron-volts e uma corrente de ionizacao de 0,1 quilovolt.

Para a identificacdo dos compostos volateis foi utilizado a biblioteca da NIST11
(National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA), PubChem e
ChemSpider. Como critérios de identificacdo foram consideradas percentagens de
similaridade iguais ou superiores a 85%. Para quantificacdo dos compostos volateis foi
utilizado o pico do padrio injetado e convertido para massa baseado na massa adicionada
do padrao, utilizando a equagao (3):

Eq. (3)
__ AxXxCp |
= —Ap :

X

Em que:
X = concentra¢ao do composto volatil X, expresso em pg de eq. de padrao interno por g

de azeite
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Ax = area encontrada do composto volatil X
Cp = concentracdo de padrio interno adicionado a amostra (ug de padrio interno/g de
azeite)

Ap= area do pico do padrio interno

2) PIEEEEE A\\\\N
Figura S - Preparacdo das amostras para andalise do perfil volatil por cromatografia gasosa acoplada por

espectrometria de massa.

3.5 Atividade antioxidantes nos azeites

Para avaliacdo da atividade antioxidante das amostras de azeite extraidos foram
utilizados dois métodos complementares: atividade sequestradora pelo radical livres de
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), e 0 método de Folin-Ciocalteu para determinagdo do

teor em fenois totais.

3.5.1 Preparacio do extrato por microextracio

A atividade antioxidante foi avaliada utilizando extratos de azeite obtidos por
microextracdo com metanol-agua (Pizarro et al., 2013). Para tal, foram pesados 0,50 g de
amostra de azeite, colocados em tubos Eppendorf e adicionou-se 1 mL de solucdo
metanol: agua (80:20, v/v). Apds agitacdo em vortex, as amostras foram centrifugadas
(VWR Micro Star 21R) por 5 minutos a 13200 rpm. O sobrenadante foi retirado e
transferido para um tubo de Falcon. Esse processo foi repetido duas vezes, perfazendo

um total de 3 mL de extrato. Posteriormente, metanol: agua (80:20, v/v) foi adicionado
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aos tubos de Falcon até perfazer um volume final de 5 mL. Apos a extracdo, os tubos de
Falcon foram envolvidos em papel de aluminio para proteger da exposi¢do luminosa e

mantidos a 4 °C (Figura 6).

Figura 6 - Preparacdo de extrato para determinagado
da atividade antioxidante.

3.5.2 Determinac¢ido da percentagem de inibicido do radical livre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH)

Esse método avalia a capacidade da amostra em inibir o radical livre DPPH,
(Figura 7). Foram transferidos 500 puL do extrato previamente obtido (se¢do 3.4.1) para
tubos de ensaio. Ao extrato foram adicionados 3,5 mL da solu¢do de DPPH a 0,06 mM.
Para o branco foram transferidos 500 uL de metanol: dgua (80:20, v/v) para o tubo de
ensaio, juntamente com 3,5 mL da solucdo de DPPH a 0,06 mM. As solucdes foram
agitadas por vortex e mantidas no escuro por 30 min. Apds esse tempo, os valores de
absorbancia foram lidos no espectrofotometro (UV-1280 Shimadzu) a um comprimento
de onde de 517 nm. Cada amostra foi analisada em duplicado. O efeito bloqueador de
radicais livres de DPPH foi calculado como percentagem de inibi¢do da atividade do

DPPH, de acordo com a Equacao (2).

Eq. (2)
A(banco) — A(amostra) o

100
Branco

% inibicao =

Em que:
A (branco) — valor da absorvancia do branco, sem extrato

A (amostra) — Valor da absorvancia da amostra com extrato.
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Figura 7 - Preparagdo de amostras para
avaliacdo da atividade sequestradora pelo
radical DPPH.

3.5.3 Teor de Fenois totais

Para a determinagao do teor em fenois totais foram adicionados 1500uL de dgua
destilada, 100 uL do reagente Folin-Ciocalteu e 100uL de extrato. Para o branco, o extrato
foi substituido pela solu¢ao metanol: dgua (80:20, v/v). As amostras foram agitadas por
vortex e deixadas a repousar por 3 minutos. Em seguida, foram adicionados 300 pL de
carbonato de sodio 20% (Na,C0;), a solucdo agitada no vortex e mantida no escuro por
60 minutos. De seguida, as absorvancias das amostras foram lidas no espectrofotometro
UV-1280 (Shimadzu) a 765 nm. Cada amostra de azeite foi analisada em duplicado. Os

resultados foram apresentados em mg de acido gélico por kg de azeite.

3.6 Estabilidade Oxidativa

A estabilidade oxidativa das amostras de azeite foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Rodrigues et al., (2016). Foram pesados 3 g de azeite para tubos
de vidro que foram montados no equipamento Rancimat 892 (Methrom, Sui¢a) e expostos
a temperaturas de 120 £ 1,6 °C e a um fluxo de ar de 20 L/h (Figura 8). Os compostos
volateis emitidos pelo azeite como resultado da exposi¢do as condigdes atras descritas
sdo transportados pelo fluxo de ar e depositados num frasco contendo 60 ml de 4dgua
destilada. A solubilizagdo dos compostos volateis na agua destilada induz um aumento
na sua condutividade elétrica, constantemente monitorizado pelo aparelho. O periodo

decorrido até atingir-se o ponto de inflexao da curva de condutividade ¢ registado (horas),
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correspondente ao valor de estabilidade oxidativa da amostra. Cada amostra de azeite foi

analisada em duplicado.

Figura 8 - Equipamento Rancimat para
determinagdo da estabilidade oxidativa.

3.7 E-Nose

O nariz eletronico (E-nose) ¢ um dispositivo utilizado na avaliacdo da qualidade
do azeite, permitindo a detecdo de defeitos, a caracterizagcdo da intensidade dos atributos
olfativos e a identificacdo de possiveis adulteracdes, com base no perfil de compostos
volateis do azeite (Amini et al., 2025). Este tipo de sistema tem demonstrado elevada
eficacia na monitorizagdo de processos de oxida¢do e na discriminacdo da origem
geografica dos azeites, explorando a assinatura volatil caracteristica associada a
diferentes regides de produ¢ao (Rodrigues et al., 2024).

O nariz eletronico utilizado neste estudo contém multiplos sensores, conforme
descrito por Teixeira et al., (2021). O dispositivo ¢ constituido por uma camara com
temperatura controlada a 35 °C, que contem 16 sensores comerciais semicondutores de
6xido metélico (MOS) (Tabela 2). O dispositivo contém ainda uma placa de aquecimento
para incubacdo das amostras (28 °C), de modo a promover a vaporizacao dos compostos
volateis. O transporte dos volateis desde o frasco da amostra até a camara dos sensores
foi assegurado por uma bomba de vacuo de diafragma (SC3502PM, SKOOCOM, China)
e utilizada também para a limpeza do sistema e dos sensores, aplicando uma corrente de
ar constante até que fosse obtida uma linha de base de detecgdo estavel. A resposta dos
sensores ¢ registada sob a forma de variagdes da resisténcia elétrica (ohms, Q) causadas
pelo contato do sensor com os compostos volateis redutores ou oxidantes, alterando a

resisténcia elétrica no circuito. A resisténcia elétrica € registrada através de um sistema
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de aquisi¢do de dados Agilent, operado através do software Agilent BenchLink Data
Logger, permitindo que o sinal obtido pelo sensor se torne um valor (Teixeira et al.,
2021).

Para as analises, foi adicionado 0,5 mL da amostra de azeite em um frasco de
vidro de 25 mL que fica armazenado na placa de aquecimento a 28°C durante 13 minutos.
Durante esse periodo, os compostos volateis do azeite sdo libertados. Em seguida, os
volateis da amostra foram direcionados para a camara de deteccdo, onde entram em
contato com os sensores comerciais semicondutores de 6xido metalico (MOS) durante
2,5 minutos, com registos de variagdo da resisténcia elétrica (ohms, Q) a cada 4 segundos

(Teixeira et al., 2021).

Tabela 2 - Sensores usados no E-Nose (Teixeira et al., 2021).

N° Sensor Detected gases

Detection of flammable gases and vapors, sensitive
1 MQ2 to propane, butane, methane, smoke, alcohol,
hydrogen and carbon monoxide.

Detection similar to the MQ2 (propane, butane,
methane, smoke, alcohol, hydrogen and carbon
monoxide), showing higher sensitivity to the target
gas.

Detection of alcohol, with high sensitivity to
methanol and ethanol.

Detection of combustible gases, especially
propane, butane and methane.

Detection similar to the MQ4, intended for the
detection of propane, butane and methane.
Detection of liquefied petroleum gas (LPGQG),
propane, isobutane and liquefied natural gas.
Detection of combustible gases, including LPG,
natural gas and coal gas.

Detection with high sensitivity to hydrogen and
low sensitivity to LPG, alcohol and smoke.
Semiconductor sensor for the detection of carbon
9 MQ9B monoxide, methane, propane and other
combustible gases.

10 MQ7B Detection of carbon monoxide (CO).

Detection of flammable gases, including LPG,
11 MQ5 natural gas, methane, propane and butane, showing
low sensitivity to alcohol and cigarette smoke.
Detection of flammable gases, including carbon
12 MQ9 monoxide, methane, propane, LPG, natural gas and
coal gas.

2 MQ2B

3 MQ3B

4 MQ4

5 MQ4B

6 MQ6

7 MQ5B

8 MQ8
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Detection of nitrogen compounds, nitric oxide,

13 MQ135 alcohol, benzene, carbon dioxide and smoke (air
quality monitoring).

14 MQ136 Detection of hydrogen sulfide (H2S).

15 MQ137 Detectlgn of nitrogen compounds, particularly
ammonia and related gases.

16 MQI38 Detection of volatile organic compounds, including

n-hexane, alcohol, smoke and carbon monoxide.

3.8. Analise estatistica

Para avaliar a existéncia de diferencas significativas entre as amostras
selecionadas, os dados referentes a estabilidade oxidativa, DPPH, teor de fenois totais,
andlise sensorial, cromatografia gasosa e nariz eletronico foram submetidos a uma andlise
estatistica. Utilizou-se a andlise de varidncia de um fator (ANOVA one-way) para a
dete¢do de diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). Nos casos em que a
ANOVA indicou a presenca de diferencas significativas, foram aplicados testes post hoc
de comparacdo multipla de médias, através do teste de Tukey. Além disso, foram
aplicadas Analise de Componentes Principais (PCA:3D e PCA:2D) com os dados de
atividade antioxidante e rancimat. Adicionalmente, foram aplicadas trés Analises
Discriminantes Lineares (LDA), com base nos resultados da analise sensorial, nariz
electronico e perfil volatil, para avaliar a capacidade de discriminagdo das amostras com
base nos pardmetros analisados e a identificagdo dos pardmetros mais relevantes na
diferenciag@o entre cultivares e regido. Os sub-conjuntos de parametros utilizados para o
modelo foram identificados através do algoritmo meta-heuristic simulated annealing
(SA). O desempenho dos modelos foi avaliado através da validacdo cruzada leave-one-
out e da validacdo cruzada repetida K-fold. A separagdo entre cultivares e regido foi
apresentada graficamente através de graficos bidimensionais das duas primeiras fungdes
discriminantes obtidas a partir dos dados. Todas as analises estatisticas foram realizadas
no software RStudio (versao 3.6.2).

As cultivares Carrasquenha, Cobrangosa ¢ Madural ndo foram incluidas nas
andlises de PCA e LDA por ndo apresentarem o nimero minimo de amostras necessarias

para realizacdo das analises estatisticas.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Qualidade

Esse trabalho nao realizou as andlises de qualidade do azeite, as andlises de
qualidades foram realizadas pelos membros do Instituto Politécnico de Castelo Branco,
uma vez que esse trabalho foi feito no ambito do projeto Olivotec. Com os resultados

fornecidos, os azeites se classificam comercialmente como virgem extra.

4.2 Analise Sensorial

Através da analise sensorial das amostras de azeite, foi possivel detetar diferencas
em algumas sensagdes olfativas, demonstrando a influéncia da intera¢do entre cultivar e
regido de produgdo no perfil sensorial dos azeites (Tabela 3). Sdo essas as sensagdes de
frutado verde, macga, tomate, frutos secos e couve que tiveram diferengas notadas
estatisticamente, enquanto as outras sensagdes dentro de cada regido ndo mostraram uma
variacao significativa.

Em rela¢do a sensacdo de frutado verde destaca-se a cultivar Cobrangosa que
obteve os maiores valores em ambas as regides. A Negrinha de Freixo foi a cultivar que
apresentou menor intensidade de frutado verde em ambas as regides. Relativamente a
cultivar Madural, enquanto na regido de Tras-os-Montes apresentou intensidade de
frutado verde de 2,28 + 0,65, na regido da Beira Interior apresentou um perfil sensorial
com frutado maduro (2,65 + 0,07).

Ao comparar com o estudo da Rocha et al., (2026), nota-se uma diferenca de
valores do frutado verde para a Cobrancosa onde encontra-se 5,2 para Beira Interior e 5,0
para Tras-os-Montes, o que pode significar uma diferenca na colheita, estado de
maturacgdo, enquanto nesse estudo obtemos 3,65 e 3,95 respetivamente.

A sensagdo olfativa de maca apresentou valores relativamente elevados em
diversas cultivares. O maior valor foi observado na cultivar Cobrancosa de Tras-os-
Montes (2,94 + 0,40), seguida pelas cultivares Verdeal Transmontana ¢ Madural da
mesma regido. Na Beira Interior, a cultivar Madural, Cobrangosa e Verdeal apresentaram
o maior valor da sensa¢do olfativa de maga, no entanto nao foram detetadas diferencas

estatisticamente significativas entre as cultivares desta regido.
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A sensagao olfativa de tomate teve maior intensidade na cultivar Cobrangosa (3,40
+ 0,58) e Verdeal Transmontana (2,73 + 0,55). Na Beira Interior, os valores foram, de
forma geral, inferiores, porem apresentando a Cobrangosa a cultivar com maior
intensidade da regido (3,20 £ 0,14).

Para a sensagdo de frutos secos, foram detetadas diferencas estatisticas em ambas
as regioes. A maior intensidade foi registada na cultivar Bical de Castelo Branco (2,41 +
0,29), seguida pela Cordovil de Castelo Branco da regido da Beira Interior (2,08 + 0,48).
Em Tras-os-Montes, as cultivares Madural, Cobrangosa e¢ Verdeal Transmontana
apresentaram valores proximos (1,92 + 0,40, 2,01 £ 0,29 e 1,82 + 0,29, respetivamente).

A sensagdo olfativa de banana foi detetada apenas na cultivar Negrinha de Freixo
em ambas as regides, e na cultivar Cordovil de Castelo Branco e Madural apenas na regido
da Beira Interior.

A intensidade da sensacdo de couve apresentou diferencas significativas apenas
entre as cultivares de Tras-os-Montes. Neste caso, foi a cultivar Cobrangosa (3,38 + 0,53)
a que apresentou maior intensidade do referido atributo. Na regido da Beira Interior, a
sensacao de couve também foi detetada com maior intensidade na Cobrangosa (2,90 +
0,14), ainda que, neste caso, ndo tenha sido estatisticamente diferente das restantes. A
sensacdo de erva fresca teve valores elevados na maioria das amostras, sendo excec¢ao na
Carrasquenha e na Negrinha de Freixo, em ambas as regides, além de possuir diferengas
significativas tanto em Tras-os-Montes quanto na Beira Interior.

As cultivares Cobrancosa e Verdeal Transmontana destacaram-se nas notas de
tomate, maga e erva fresca. A cultivar Negrinha de Freixo apresentou maiores valores em
notas especificas, como na banana e no maduro, enquanto Bical de Castelo Branco e
Cordovil de Castelo Branco apresentaram maiores valores na sensacdo de frutos secos.

Estes resultados estdo de acordo com os estudos realizados em azeites portugueses
com denominagao de origem protegida (“Azeites da Beira Interior”, “Azeites de Tras-os-
Montes”, “Azeites do Alentejo Interior”) que demonstraram que os perfis volateis e
olfativos variam significativamente entre as regides (Rodrigues et al., 2024). Na andlise
olfativa, foram detetadas véarias sensacdes distinguiveis entre regides, com azeites do
azeite do Alentejo Interior classificados como frutado maduro, e os “Azeites dos Tras-os-

Montes” com elevadas intensidades de frutado verde (Rodrigues et al., 2024).
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Tabela 3 - Resultados (média + desvio padrao) dos atributos olfativos avaliados na analise sensorial.

Sensa'g: 06s Cultivar Frutado Frutado Maga Tomate Frutos Secos Banana Couve Erva Seca Erva Rama. Fol.ha‘de
Olfativas verde maduro Fresca Tomateiro Oliveira
338+ 273+
Cobrangosa 3,95+ 0,72a N.D. 2,94+040a 3,40+ 0,58 2,01 %029 N.D. 530 N.D. o 260048  126+096
Negrinha de 13, 556.  0.85+1.10 131+ N.D. 1,44 +0,79b 1,86+ 1,06 N.D. 0,61 + 0,80 0,86+ N.D. N.D.
Tra Freixo 0,73b 1,17b
ras-os-
Montes
Verdeal 2,63+ 1,55+ 238+
Tramemo 105 N.D. 251+£040a  2,73+0,55a 1,82 + 0,29ab N.D. U660 N.D. 0460 N.D. N.D.
228+ 1,18+ 0,52+ 226+
Madural 0.65b N.D. 2.41+048a 32 1,92 + 0,40ab N.D. Dot N.D. 037 N.D. N.D.
Valor P <0,001 — <0,001 <0,001 <0,05 — <0,001 — <0,001 — —
Cordovil de 134+ 194+
Castelo 2,67+ 0,62a N.D. 2,07+£038a 2,50+ 1,04a 2,08 = 0,48ab 0,18 £ 0,50a il N.D. 0.80n 0,38 £ 1,03a N.D.
Branco ? ?
Bical de
+ +
Castelo 2,12 N.D. 203+£027a 1,18+ 1,53a 2.41+0.29 N.D. N.D. N.D. 2,19 N.D. N.D.
0,59ab 0,49a
Branco
Negrinha de 110+ 101+1,10a 2250352 140 1,50a 2,04 +0,57ab 0,54 + 1,00a N.D. 1,19+ 1,29 1,08 £ N.D. N.D.
Freixo 1,24b 1,16a
Beira
Interior Verdeal  257+074a  ND.  242£020a 1,92%15la 1,68+ 0,17b N.D. Ero N.D. S 070s100 BB
143+ 1,15+ 0,83 =
’ + + + g + 4
Carrasquenha Uesab 105+121a 1950422 143+ 1,65a 1,90 + 0,36ab N.D. U3t 1,08 1,24a 0,962 N.D. N.D.
+ + +
Cobrangosa  3,65+021a N.D. 2,650,072 3,20+0,14a 1,70 + 0,28ab N.D. 2,90 N.D. 2,45 1,95+ 0,07a 1,90
0,14a 0,07a 0,14a
Madural N.D. 2,650,072 2,75+0,78a N.D. 1,50+ 0.28b 100+ 141a N.D. 2.25+035a N.D. N.D. N.D.
Valor P <0,001 0,19 <0,05 0,116 <0,05 0,261 0,476 0,515 <0,01 0,138 0,0713

Os valores de p foram calculados a partir da analise ANOVA one-way. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05), foi aplicado o teste post-hoc de

Tukey.

As médias com letras diferentes indicadas em cada coluna e para cada regido diferem significativamente entre si (p<0,05).

N.D: Nao detetado.
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A avaliagdo sensorial gustativa apresentada na Tabela 4 confirmou as diferengas
evidenciadas pela anélise sensorial olfativa (Tabela 3). As sensacdes frutado verde, doce,
amargo, picante e erva fresca foram detetadas com diferengas significativas entre
cultivares.

O atributo frutado verde apresentou alta intensidade em diversas cultivares. O
maior valor foi observado na Cobrancosa (4,30 + 0,59), seguida pela Verdeal
Transmontana (3,82 + 1,09) e Madural (3,63 + 0,69), ambas cultivares provenientes da
regido de Tras-os-Montes. Na Beira Interior, a Cobrangosa também apresentou
intensidade mais elevada (3,80 + 0,28), embora ligeiramente inferior a de Tras-os-
Montes, evidenciando a influéncia das condi¢des ambientais da regido no atributo
sensorial do azeite.

De forma semelhante ao detetado pela anélise sensorial olfativa, foi identificado
um perfil sensorial maduro, de maior intensidade, nas cultivares Negrinha de Freixo, de
ambas as regides, e Carrasquenha e Madural, da Beira Interior.

O atributo doce apresentou, em média, maior intensidade nas cultivares da Beira
Interior. As que apresentam maior intensidade foram a Madural (3,15 + 0,49) e a
Negrinha de Freixo (2,96 + 1,04). Em Tras-os-Montes, a cultivar Negrinha de Freixo
(2,36 + 1,36) apresentou valor estatisticamente superior as restantes. Em relacdo ao
amargo, destacaram-se as cultivares de Tras-os-Montes, com valores elevados para
Verdeal Transmontana (3,20 + 0,67), Madural (3,18 + 0,48) e Cobrangosa (2,93 + 0,77).
Na Beira Interior, foi a Cobrangosa a que apresentou intensidades mais elevadas (3,70 +
0,00).

O atributo picante, associado a presenga de fendis totais, apresentou os valores
mais elevados nas cultivares Madural (3,93 + 0,44) e Verdeal Transmontana (3,86 = 0,81)
¢ Cobrangosa (3,70 + 0,84) de Tras-os-Montes. O azeite extraido da cultivar Cobrangosa
apresentou o mesmo valor de intensidade do mesmo atributo em ambas as regides. No
caso da Madural, apresentou intensidades inferiores na Beira Interior, enquanto, na
Negrinha de Freixo, foi detetado um aumento consideravel na intensidade do atributo
picante. As intensidades de amargor e picante sdo associadas a quantidade de fendis
totais, que tendem a ser mais presentes em azeites produzidos sob condigdes climaticas
mais amenas, como ¢ o caso de Tras-os-Montes (Rocha et al., 2026). Dados que justificam
os resultados obtidos nessa tese, apresentando valores de fendis, amargor e picante

superiores na maioria das cultivares na regido de Tras-os-Montes.
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Na regido de Tras-os-Montes, o atributo da banana foi detetado com maior
intensidade apenas na Negrinha de Freixo. Nas cultivares da Beira Interior, foi detetada
uma ampla varia¢do da intensidade do atributo de banana, com destaque para Madural
(3,00£0,57) e Negrinha de Freixo (2,25 + 1,43), e com menor valor a Cordovil de Castelo
Branco (0,19 + 0,53), justificando a diferenca significativa encontrada pela andlise
estatistica.

Relativamente as sensacdes de frutos secos, apenas foram detetadas diferencas
significativas no cultivares da Beira Interior. Nesta regido, a maior intensidade foi
registada na Bical de Castelo Branco (2,78 £ 0,25), seguida da Carrasquenha (2,23 +
0,73).

A sensacdo de couve destacou-se nas cultivares Verdeal Transmontana (3,55 +
0,66) e Cobrancosa (3,20 + 0,54) de Tras-os-Montes. Na Beira Interior, a Cobrangosa
também apresentou a intensidade mais elevada (3,20 + 0,71) e semelhante ao registado
em Tras-os-Montes. E possivel ainda observar que para a cultivar Madural, foi detetada
uma diminui¢do acentuada da intensidade da sensagdo de couve. No azeite da Madural
na regido de Tras-os-Montes apresentou uma intensidade de 2,39 + 1,8, ndo tendo sido

detetado no azeite extraido da mesma cultivar da Beira Interior.
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Tabela 4 - Resultados (média + desvio padrao) dos atributos gustativos avaliados na andlise sensorial.

Sensag
0es Cultivar Frutado Frutado Doce Amargo Picante Maca Tomate Banana Frutos Couve Erva Erva seca Ramz'l Fo} ha' de
Gustat verde maduro secos fresca tomateiro oliveira
ivas
430 = 0,67 « 3,70 + 2,95 + 3,40 + 2,09 + 320+ 2,80 =
Cobrancosa 0.5 N.D. 0.28b 2,93+0,77a 0,840 020 077 N.D. 0,408 0.542b 039 N.D. 2934085 1,27+0,95a
Negrinha de 0,53 + 2,36 + 1,65 + 1,66 + 1,66 + 1,11+
- i 074 112145 T 36a 1,16 £ 0,78b L 10b 093 N.D. 2,26+1.25 097 N.D. 1205 0,57 £0,95a N.D. N.D.
0s- Verdeal 3,82+ 0,88 + 3,86 + 2,68 + 348+ 1,96 + 3,55+ 2,86 =
Monte  Transmontana 1,09a N.D. 0,42b 3,20£0,67a 0.81a 0,452 0,52a N.D. 0,27a 0,66a 0,552 N.D. N.D. 0,94 1,48
N
3,63+ 0,63 + 3,93+ 2,63 + 2,70 = 1,88 + 239 + 238+
Madural 0,69 N.D. o11b 3,18+ 0,48a 0.4da 097 {09 N.D. 063 805 202 0,39 +0,91a N.D. 0,63+1,16a
Valor P <0,001 — <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,051 — 0,419 0,0534 <0,001 0,66 — 0,452
Cordovil de 2,36 + 2,89 + 2,96 + 239 + 2,01 = 0,19 + 2,10 £ 0,36 + 1,63 = 033+
Castelo Branco  0,42ab N.D. 031a 198 +0,54bc 0,96a 0,51a 1,26a 0,53b 0,78ab 0,99b 1,03a 0,24 0,65b 0,91a N.D.
Bical de 1,92 + 2,91+ 2,10 + 2,16 + 0,49 + 2,78 £ 1,84 =
Castelo Branco  0,27bc N.D. 0,14a 1,03+0,16d 0,28ab 0,26a N.D. 1,04b 0,252 N.D. 0,37a N.D. N.D. N.D.
Negrinha de 1,23 + 1,53 + 2,96 + |41+ 070ed 2,48 + 229 + 1,38 = 225+ 1,90 + 0,74 + 1,01 = 0,84 + 041+ ND
Freixo 137¢ 1,64a 1,04a ; J 0,96ab 0,492 1,482 143a 0,37b 1,37ab 1,12a 0,92ab 0,77a e
2,73+ 1,95 + 2,67 + 227+ 1,88 = 0,73 £ 1,73 « 1,05 + 205+ 0,63 +
Beira Verdeal 0,62ab N.D. 0,46ab 2,22%0,30ab 0,44ab 0,182 1,47a 1,14ab 0,23b 1,63ab 0,34a N.D. 0,982 0,52:+0,82a
Interio
' Carrasquenha  133% 1,35+ 2,05+ 2,05+ 3,10 + 2,03 + 123 + 1,40 + 223+ 1,15+ 0,95 + 1,18 = ND ND
a 1,53bc 1,56a 0,53ab 0,44abc 0,42a 0,29a 1,42a 1,62ab 0,73ab 1,33ab Lila 1,36ab - it
3,80 + 1,45+ 3,70 + 2,55+ 3,15+ 1,75 « 320+ 2,60 = 1,85 =
Cobrangosa 0,282 N.D. 0,49b 3,100,142 0,00a 021a 0,49 N.D. 0,35b 0,71a 0,282 N.D. 0,07a 1.85+0,07a
3,05+ 3,15+ 1,05 + 2,30 + 3,00 + 1,65 +
Madural N.D. 0,40 0,49 0,60 + 0,00d 0.07b 0280 N.D. 0.57% 007 N.D. N.D. 2,15+0,07a N.D. N.D.
Valor P <0,001 0,429 <0,001 <0,001 <0,01 0,61 0,428 <0,001 <0,01 0,0581 <0,05 <0,05 0,155 0,071

Os valores de p foram calculados a partir da analise ANOVA one-way. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste post-hoc de

Tukey.

As médias com letras diferentes, indicadas em cada coluna e regido, diferem significativamente entre si (p<0,05).
N.D: Néo detetado.
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A Anédlise Discriminante Linear (LDA) foi aplicada aos atributos sensoriais
olfativos e gustativos com o objetivo de avaliar a capacidade dos referidos parametros em
diferenciar os azeites provenientes de diferentes cultivares e regides. Foram considerados
atributos olfativos (frutado verde, frutado maduro, maga, tomate, frutos secos, banana,
couve, erva seca, erva fresca, rama de tomateiro e folha de oliveira) e gustativos (doce,
amargo, picante, maga, tomate, banana, erva seca e erva fresca) (Figura 9).

A LDA aplicada as amostras da regido de Tras-os-Montes apresentou uma clara
separagdo entre as cultivares analisadas (Figura 9A). As duas primeiras fungdes
discriminantes (DF) explicaram cerca de 98,6% da variabilidade total, sendo a DF1
responsavel por 89% da variabilidade e DF2 por 9,6%.

Observa-se que a maior separagao entre as amostras ocorre na primeira fungao
discriminante (DF1), indicando que esta fun¢do concentra os principais atributos
responsaveis pela diferenciacdo sensorial entre as cultivares (Figura 9A). A cultivar
Negrinha de Freixo apresenta-se isolada das restantes cultivares, sugerindo um perfil
sensorial distinto, bem como a Cobrangosa, que se situa a esquerda superior, separada das
demais cultivares. Esse comportamento corrobora os resultados apresentados nas tabelas
3 e 4. Relativamente a Negrinha de Freixo, varios atributos sensoriais apresentaram
diferengas significativas em relagdo as outras cultivares, e a Cobrangosa se destaca por
maior intensidade das sensacgdes olfativas e gustativas de rama de tomateiro, de folha de
oliveira e de verde.

A qualidade do modelo foi avaliada através de diferentes procedimentos de
validacdo. A precisdo original do modelo foi de 100%. A validagao cruzada Leave-One-
Out (LOO-CV) apresentou eficacia de 95,65%, enquanto a validagdo Repeated K-Fold
resultou em 90,45% de precisdo na classificacdo das amostras. Esses resultados
demonstram que o modelo apresenta elevada capacidade de discriminacao.

Para as amostras da regido da Beira Interior (Figura 9B), a LDA demonstrou
igualmente elevada capacidade de discriminacdo entre as cultivares avaliadas (Bical de
Castelo Branco, Cordovil de Castelo Branco , Negrinha de Freixo e Verdeal). As duas
fungdes discriminantes explicaram aproximadamente 98,8% da variabilidade total, sendo
que DF1 foi responséavel por 91,8% e DF2 por 7%.

A distribuicao das amostras revela uma diferenga clara no perfil sensorial de cada
cultivar. Analisando a Figura 9B, ¢ possivel observar que as cultivares Cordovil de
Castelo Branco e Verdeal apresentam um perfil sensorial que permite a sua separacao

das restantes cultivares analisadas da regido da Beira Interior. Relativamente a Bical de
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Castelo Branco e a Negrinha de Freixo, apesar de apresentarem uma ligeira sobreposigao,
foram detetadas diferencas a nivel sensorial que possibilitaram a sua separagdo ao longo
do DF2. Nomeadamente, na intensidade das sensagdes olfativas de verde e erva-fresca, ¢
na presenca da sensagdo olfativa de banana e erva seca, apenas na Negrinha de Freixo.
Na andlise das sensacOes gustativas, foram detetadas diferencas significativas nos
atributos de banana e de frutos secos, e a presenca de sensagdes de tomate na Negrinha
de Freixo, o que nao foi observado na Bical de Castelo Branco.

A performance do modelo estatistico aplicado as cultivares da regido da Beira
Interior mostrou-se eficaz, atingindo 100% de eficacia na validagdo LOO-CV, enquanto
a validacdo Repeated K-Fold apresentou uma eficacia de 98,78%. Esses resultados
indicam que os descritores sensoriais utilizados na constru¢do da LDA apresentam
elevada capacidade discriminante entre as cultivares da Beira Interior, permitindo a
classificacdo das amostras com elevada confiabilidade.

A LDA também foi realizada com base em amostras das regides de Trés-os-
Montes e Beira Interior (Figura 9C), com o objetivo de avaliar se os perfis sensoriais
permitem determinar a origem geografica dos azeites. Os resultados mostraram uma clara
separacdo entre as regides de Tras-os-Montes e de Beira Interior, demonstrando que o
perfil sensorial dos azeites apresenta diferengas que conferem caracteristicas proprias de
cada regido. Observa-se a formacdo de duas areas bem definidas, o que indica que os
atributos sensoriais analisados refletem caracteristicas regionais especificas, reforcando
a influéncia da regido sobre o perfil sensorial dos azeites.

Os valores de desempenho do modelo reforcam essa capacidade discriminante. A
precisdo original foi de 100%, enquanto as valida¢des cruzadas apresentaram 97,73%
para LOO-CV e 96,8% para Repeated K-Fold. Esses resultados sugerem que os atributos
sensoriais avaliados podem ser utilizados como ferramentas para descriminagao

geografica de azeites.
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Figura 9 - Analise discriminante linear com base nos atributos sensoriais avaliados
(olfativos e gustativos). Regido de Tras-os-Montes (A), Beira Interior (B), e ambas as

regides incluidas na mesma analise (C).
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4.3 Compostos Volateis

A intensidade e a complexidade dos atributos sensoriais detetados no azeite
dependem, em larga medida, do perfil de compostos volateis que se desenvolve durante
o processo de extracdo. Para além das condi¢des de processamento das azeitonas, fatores
como a cultivar e as condi¢des ambientais a que as oliveiras estdo expostas determinam
de forma significativa o perfil volatil e sensorial dos azeites (El Riachy et al., 2023). Para
complementar os dados obtidos com o e-nose, o perfil volatil das amostras de azeite em
estudo foi determinado qualitativamente e quantitativamente por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Os compostos volateis detetados nos azeites de diferentes cultivares das regides
de Tras-os-Montes e Beira Interior encontram-se descritos na Tabela 5. Os compostos
volateis estdo organizados em familias quimicas, nomeadamente cetonas, alcoois, ésteres,
aldeidos, hidrocarbonetos e terpenos.

Nas cultivares da Beira Interior, observou-se que os compostos acetato de (Z)-3-
hexen-1-ol, acetato de hexilo, 1-hexanol e (E)-2-hexenal apresentaram diferengas
significativas entre as cultivares. A cultivar Negrinha de Freixo destacou-se por
apresentar maior acumulacdo dos compostos referidos quando comparada com as
restantes cultivares. Relativamente as amostras de Tras-os-Montes, foi detetado um maior
nimero de compostos que apresentaram diferencas significativas entre cultivares, sendo
eles: 1-penten-3-ona, 1-Hexanol, acetato de (Z)-3-hexen-1-ol, acetato de hexilo, Decanal,
3-Etil-1,5-octadieno nos trés isomeros € o 4,8-dimetil-1,7-nonadieno.

Observou-se, ainda, que os aldeidos constituiram a familia de compostos mais
diversificada na maioria das cultivares, em ambas as regides. Entre os compostos
identificados desta familia, o (E)-2-hexenal destacou-se como o mais abundante. As
cultivares Madural e Verdeal apresentaram as maiores concentragdes deste aldeido, sendo
que os azeites provenientes da Beira Interior evidenciaram uma maior acumulagdo. O
elevado teor de (E)-2-hexenal € consistente com diversos estudos realizados em azeites
virgens extra (Fernandes-Silva et al., 2013; Unsal et al., 2025). Este aldeido ¢ um dos
principais produtos da oxidacdo enzimatica de acidos gordos polinsaturados através da
via da lipoxigenase (LOX), estando associado a atributos sensoriais positivos, como
verde, folha de oliveira, erva fresca e tomate (Unsal et al., 2025). Dessa forma, a elevada
concentragdo desse composto sugere a presenga de um perfil aromatico caracteristico de

azeites com notas verdes. No caso da Madural da Beira Interior, ainda que tivesse sido
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identificada a maior concentragdo do composto (E)-2-hexenal, os azeites obtidos
apresentaram um perfil sensorial maduro. Contudo a Verdeal Transmontana teve uma
maior concentracdo de (E)-2-hexenal na regido de Tras-os-Montes, que corroboram com
as suas notas olfativas verdes de intensidade 2,63 £+ 1,05.

Seguido do (E)-2-hexenal, os compostos com maior acumulacdo foram os
hidrocarbonetos 3-Etil-1,5-octadieno e 4,8-dimetil-1,7-nonadieno, bem como a cetona 1-
penten-3-ona. Relativamente aos hidrocarbonetos referidos, estes foram identificados em
todas as cultivares de ambas as regides (Tabela 5). Os valores mais elevados do
hidrocarboneto 3-Etil-1,5-octadieno foram detetados para o azeite extraido da cultivar
Verdeal de ambas as regides, enquanto para o 4,8-dimetil-1,7-nonadieno foi detetado uma
maior concentragdo para as cultivares Verdeal, Verdeal Transmontana e Madural da
regido da Beira Interior e Tras-os-Montes.

Relativamente as cetonas, observaram-se concentracdes superiores de 1-penten-
3-ona em todas as cultivares da regido de Tras-os-Montes. Por outro lado, o composto 3-
pentanona foi identificado em todas as cultivares da Beira Interior, ndo tendo sido
detetado em nenhuma das cultivares de Tras-os-Montes. Este resultado constitui uma
forte indicacdo da influéncia da regido sobre o perfil volatil dos azeites. Adicionalmente,
a cetona 3-pentanona encontra-se associada a sensag¢des doces (Caporaso, 2016; Diaz-
Montana et al., 2023), corroborando os resultados da analise sensorial, na qual os azeites

da Beira Interior apresentaram maiores intensidades para o atributo doce.
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Tabela 5 — Concentracdo (média + desvio padrdo, ug de equivalentes de padrdo interno/g de azeite) dos compostos volateis identificados.

Beira Interior Tras-os-Montes
TR(min) g:::ie(;;ll o glac;lelo o ll:!:egi;i:ha de Verdeal Carrasquenha Cobrangosa Madural Valor P }/:z:f:omana ll:!:egi;i:ha de Cobrangosa Madural Valor P
Branco Branco
I-penten-3-ona 454 133£042a  1,164029a 034£033a 091£088a 094105 0,58 + 0,002 02740002 0,158 2074053  092+£037b 246+ 040a 126+0,106  <0,001
Cetonas 3-Pentanona 47 027+06la  0,02£005 045+035a 0230262 0,17+ 024a 0,77+ 0,00a 01740002 0,702 N.D N.D N.D N.D
1,5-Heptadieno-4-ona, 3,3,6-trimetil- 216 00740052 0,06£002 0,10£0,08a 003002 0,03%00la 0,03 +0,00a N.D 0332 0104003  0,10£002a  0,11£0,03a 01340072 0462
1-Butanol, 3-metil- 5,70 00140022 ND N.D N.D 0,01+0,01a N.D N.D 0,734 00140022  003£003a  0,02+003a 00540052 0201
(Z)-2-Penten-1-ol 68 039+0,16a 038+009% 030£024a 032=0,13a  0.26+0,10a 0,34 +0,00a 01940002 066 04340340 061068  043£007a 06440662 0,805
Alcoois (Z)-3-Hexen-1-ol 10,31 1032552 084+1,88% 039078 N.D N.D 1,97 +0,00a N.D 0,926 N.D 0,53+1,19 N.D N.D
(E)-2-Hexen-1-ol 1 03540872 N.D N.D 01940322 ND N.D 1830002 0,191 005+01la  ND N.D 03340562 0,194
1-Hexanol 11,1 01140,17ab 0,04+0,05b 0,66%0,56a 0,18=020ab 0,11+ 0,01ab 0194000ab  ND 0,0706 015+0,15ab  041+£043a  008£007ab  003£008b  <0,05
] Acetato de (Z)-3-hexen-1-ol 19,70 000£00la  0,06£007b 1,57£086a 002=00lb  0,17%0.23b 0394000ab 00140006  <0,001 00140006 0,130,136 0,01 +0,01b 03240132 <0,001
fteres Acetato de hexilo 2023 N.D 00240026 0284022 001+002  0,070,10ab 004+000ab 00140006 <001 000+001b  001£00lb  ND 00540022  <0,001
(E)-2-Pentenal 59 001£00la  0,02£00la 001£00la 002+00la 0,02%00la 0,01 +0,00a N.D 0,389 001400la  ND 0,02 +0,00a 0024003 0231
(E)-2-Hexenal 102 20641224 429+ 154a 5472552 6715438 465+ 1,77a 2,21 +0,00a 1046+0,00a  <0,05 42543002 2,50£095% 2274088 35841192 0222
(E,E)-2,4-Hexadienal 13,40 01140052 0,13£004a 020+0,152 008=00la 0,07+ 0,00 0,09 +0,00a 01040002 0358 01640040  0,16£004a  0,170,03a 01740052 097
) (E)-4-Oxohex-2-enal 1635 0124009 0,14£005% 020£020a 007=006a 0,06+ 0,0la 0,07 +0,00a 01140002 0,687 02940102 026+0,13a  0.25%0,06a 0324009 059
Aldeidos (E,E)-2,4-Heptadienal 18,90 N.D N.D 00340062 0661152 N.D N.D N.D 0,345 N.D 0,05+0,12 N.D N.D
(E)-2-Octenal 2330 00740052 0,09£003% 0,13£0,12a 002+003a 0,04%00la 0,03 +0,00a 006+000a 0352 015+004a  0,15£004a  0,16+0,04a 0184009 0,737
Nonanal 26,46 003£00la  0,02£00la 004002 0050052 0,03+ 0,00a 0,02 +0,00a 00440002 0425 001+00la 002002  ND 001+00la 0238
Decanal 33,80 000+00la 001+0,02 003+00da 007=006a 0,07+ 0,08a 0,110,002 N.D <0,05 00440032  001£0,006  ND 000+001b <0001
3-Etil-1,5-octadieno 12,6 00640062 014+007a 011+006a 019+010a 0,17 +0,04a 0,16 + 0,00a 0,09+0,00a 0,161 0244005  006+004b 020005 021+0,04a <0001
3-Etil-1,5-octadieno 15,1 0534022 071+024a 0440262 089+012a 075009 0,84+ 0,00a 0,73+0,00a 0,119 1054031a  023+008b  0,73+0,19 088+020a <0001
Hidrocarbonetos 3-Etil-1,5-octadieno
1556 0634023 078+027a 054+£037a 093+0,17a 0.85+0,16a 0,80 + 0,002 08240002 0467 09940352  028+008b  0.91+0.20a 09640202 <0,001
4,8-dimetil-1,7-nonadieno 19,10 L11+£044a 1514053 1,04£065 127+ 1,12a 1,71£0,19 1,67+ 0,00a 18840002 0,621 1,721,032 031£0,195  1224031ab L64+04la  <0,01
a-Pineno 12,80 01140082 005+007a 007+£006a 006+01lla ND N.D 01540002 0,566 N.D 0,02+0,05 N.D N.D
Terpenos B-Ocimeno 22,56 011£0,10a  0,04+004a 002+£00la 002+003a 0.25+0.26a 0,01 +0,00a 00240002 0,102 0024003  003£002a  0,02%0,02 001400la 0,709
Geranil nitrilo 27,40 009+005a 024+023a 0040062 003£00la 0,16%02la 0,01 +0,00a 02040002 0231 00240042  ND 0,05 +0,07a N.D 0,129

Os valores de p foram calculados a partir da analise de ANOVA one-way. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05), foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.
As médias com letras diferentes, indicadas em cada coluna e regido, diferem significativamente entre si (p<0,05).
N.D: Nao detetado. TR(min): Tempo de retengao dos compostos expresso em minutos.
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De forma complementar, foi também avaliada a capacidade do perfil de
compostos volateis em discriminar as amostras de azeite entre as cultivares e entre
regides, através de uma Analise Discriminante Linear (LDA) (Figura 10). Como se pode
observar na Figura 10A, relativa aos dados do perfil volatil das cultivares da regido de
Tras-os-Montes, a primeira fungdo discriminante (DF1) contabilizou 49,2% da
variabilidade total, enquanto a DF2 explicou 27,7%, perfazendo um total acumulado de
76,9%. As cultivares Madural e Cobrangosa se sobrepuseram, o que sugere que
apresentam um perfil de compostos volateis idéntico (Figura 10A). Observou-se ainda
uma ligeira sobreposi¢do entre as restantes cultivares na regido central do grafico,
indicando que todas partilham algumas caracteristicas comuns ao nivel do perfil volatil.
Relativamente a validagdo do modelo estatistico, este apresentou uma eficacia de
classificagdo de 100%, indicando que todas as amostras foram corretamente classificadas
no modelo original. A validagdo cruzada LOO-CV foi de 100%, enquanto a validagdo
repetida K-Fold apresentou uma eficacia de 96,09%. Na Figura 10B, ¢ possivel observar
a LDA desenvolvida para as cultivares da Beira Interior (Bical de Castelo Branco,
Cordovil de Castelo Branco, Negrinha de Freixo e Verdeal). Neste caso, as duas primeiras
funcdes discriminantes explicaram 49,7% e 42,6% da variabilidade total, respetivamente,
contabilizando 92,3% da variancia acumulada. A semelhanga do observado para as
amostras de azeite de Tras-os-Montes, ¢ possivel observar uma sobreposi¢do entre as
cultivares Cordovil de Castelo Branco , Negrinha de Freixo e Bical de Castelo Branco, o
que sugere semelhancas no perfil volatil das referidas amostras. A cultivar Verdeal
apresentou sobreposi¢do total com o grupo formado pela Bical de Castelo Branco, o que
sugere que ambas as cultivares apresentam um perfil volatil que dificulta a discriminacao
dos azeites obtidos de cada cultivar. A precisdo de classificagdo do modelo original foi
de 95,24%. No entanto, quando submetido a valida¢do cruzada, o modelo apresentou uma
redu¢do da capacidade discriminativa, com 76,19% de efic4cia na validagdo LOO-CV e
71,26% na validacao Repeated K-Fold. A Figura 10C apresenta a LDA considerando as
amostras das duas regides. Os resultados evidenciaram uma separagao clara entre as duas
regides, evidenciando a forte influéncia da regido no perfil volatil dos azeites. O modelo
apresentou elevada capacidade discriminativa, com precisdo de classificacdo 100% e
eficacia de 100% na validagdo LOO-CV. A validacao cruzada repetida K-Fold apresentou
uma precisdo de 93,97%, confirmando a robustez do modelo na discriminac¢do regional

dos azeites com base no perfil volatil.
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4.4 Efeito bloqueador de radicais livres de DPPH

A capacidade antioxidante dos azeites foi analisada pelo método de radicais livres
de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), que se baseia na capacidade de compostos
antioxidantes presentes no azeite de sequestrar ou neutralizar o radical livre DPPH. Os

resultados sdo apresentados como percentagem de inibi¢ao do radical livre DPPH (Figura

11).
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Figura 11 - Resultados da percentagem (%) de inibicdo do radical livre DPPH. Letras
minusculas, mailsculas e asterisco nas colunas indicam diferengas estatisticamente
significativas (valor de p < 0,05) entre as cultivares em Trds-os-Montes, as cultivares na
Beira e as mesmas cultivares em regides diferentes, respectivamente (ANOVA, seguida
do teste de Tukey).

Na figura 11 observaram-se diferencas significativas na atividade antioxidante,
tanto entre as diferentes cultivares da mesma regido como entre a mesma cultivar nas
duas regides em estudo. A cultivar Cobrangosa da regido da Beira Interior destacou-se
por apresentar as maiores percentagens de inibi¢do do radical DPPH, estatisticamente
superiores as restantes cultivares da mesma regido (Figura 11). Na regido de Tras-os-
Montes, as cultivares Cobrangosa, Verdeal Transmontana e Madural (77,41%; 69,79% ¢
65,72% respectivamente) apresentaram percentagens de inibigdo mais elevadas do que a
Negrinha de Freixo (40,35%).Para as cultivares amostradas tanto na regido de Tras-os-
Montes como na Beira Interior (Cobrancosa, Negrinha de Freixo, Verdeal e Madural),
verificou-se que apenas nas cultivares Verdeal e Madural a regido de origem exerceu um
efeito significativo na atividade antioxidante. A Madural apresentou uma atividade
antioxidante significativamente mais elevada em Tras-os-Montes com 65,72%, quando

comparada com a mesma cultivar da Beira Interior, com 14,61%.
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4.5 Teor em Fenois Totais

De forma complementar, a atividade antioxidante foi também analisada com base
na determinacdo do teor de fendis totais presentes na amostra de azeite, expresso em mg
de acido galico por kg de azeite. Na figura 12 estdo apresentados os valores de fenois

totais para cada cultivar e regido em estudo.
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Figura 12 - Resultados do teor em fendis totais (mg de acido galico/kg de azeite). Letras
minusculas, mailisculas e asterisco nas colunas indicam diferengas estatisticamente
significativas (valor de p < 0,05) entre as cultivares em Trds-os-Montes, as cultivares na
Beira Interior e as mesmas cultivares em regides diferentes, respectivamente (ANOVA,
seguida do teste de Tukey).

Tal como observado nos resultados da inibi¢do do radical DPPH (Figura 12), a
cultivar Cobrangosa destacou-se por apresentar os teores mais elevados de fenois totais
na Beira Interior, com o valor de 701,23 mg ac. Gal/kg de azeite. De forma semelhante
ao observado anteriormente (Figura 12), na regido de Tras-os-Montes, as cultivares
Cobrancgosa, Verdeal Transmontana e Madural apresentaram teores mais elevados de
fendis totais comparativamente a cultivar Negrinha de Freixo, evidenciando maior
atividade antioxidante.

A literatura cientifica descreve a Cobrangosa como uma cultivar que produz
azeites com elevado teor de fenois totais e, consequentemente, alta estabilidade oxidativa
(Albuquerque et al., 2019; Malheiro et al., 2011). De forma semelhante, Peres et al.,
(2015) demonstrou também que os azeites da cultivar Cobrangosa apresentam niveis mais

elevados de fenodis totais, quando comparado com outras cultivares como a Galega

Vulgar.
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Tal como observado para os valores da percentagem de inibi¢do do radical do
DPPH (Figura 11), relativamente a cultivar Madural, observou-se uma variabilidade
regional acentuada no teor de fendis totais, com diferenca estatisticamente significativa
entre Tras-os-Montes e Beira Interior. As amostras de azeite extraido de oliveiras das
cultivares Cobrangosa, Verdeal Transmontana e Madural, cultivadas na regido de Tras-
os-Montes, apresentaram teores de fenois totais mais elevados, com 681,73 mg ac. Gal/kg
azeite, 660,74 mg ac. Gal/kg azeite e 578,75 mg 4c. Gal/kg azeite respectivamente. No
entanto, para a cultivar Madural, cultivada na regido de Beira Interior, o teor de fendis
totais reduziu significativamente para 158,79 mg 4c. Gal./kg azeite. Estes resultados
sugerem que as diferencas nas condig¢des edafoclimaticas em ambas as regides t€m um
efeito modulador da atividade antioxidante na Madural, o que ndo se verifica com as
outras cultivares (Cobrangosa e Negrinha de Freixo).

A cultivar Negrinha de Freixo apresenta teores moderados de fendis totais em
ambas as regides, 377,28 mg ac. Gal./kg de azeite em Tras-os-Montes e 319,58 mg 4c.
Gal./kg de azeite na Beira Interior. As cultivares Cordovil de Castelo Branco de Castelo
Branco, Bical de Castelo Branco e Carrasquenha, para as quais foram apresentados
apenas dados de oliveiras cultivadas na regido da Beira Interior, apresentaram teores de
fenois totais entre 250 e 325 mg 4c. Gal./kg de azeite.

Um estudo de Rocha et al., (2026) enfatiza que os fatores ambientais influenciam
significativamente a composi¢do quimica, a estabilidade oxidativa e o potencial
antioxidante dos azeites, reforcando o papel determinante das condi¢des edafoclimaticas
da regido de cultivo na qualidade do produto final. O presente estudo, que incluiu azeites
de Tréas-os-Montes e de Beira Interior, mostrou que cada regido induziu alteragdes na
atividade antioxidante nas amostras de azeite extraidas, em particular nas cultivares
Verdeal e Madural. Albuquerque et al., (2019) também sugere que os azeites de Tras-os-
Montes, onde sdo cultivadas as cultivares Cobrangosa, Madural ¢ Verdeal Transmontana,
frequentemente exibem teores mais elevados de fenois totais.

Regides de maior altitude, como Tras-os-Montes, frequentemente associam-se a
condi¢des de stress ambiental moderado, como maiores amplitudes térmicas e, por vezes,
menor precipitacdo. Estas condi¢des de cultivo podem induzir a oliveira a produzir mais
fenois como mecanismo de defesa contra o stress oxidativo (Dawson, 2017). Estudos
conduzidos por Spika et al., (2021) detectaram maior acumulag¢do de fendis totais em
cultivares mantidos em altitudes mais elevadas e em temperaturas médias mais baixas.

No entanto, estas observagdes contrastam com outros trabalhos que detetaram uma
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relacdo inversa, sugerindo uma complexa interagdo entre varios fatores edafoclimaticos,
como a irradiacdo solar e a disponibilidade hidrica (Arsian et al., 2013; Turra et al., 2007).
Adicionalmente, diferentes cultivares podem apresentar capacidades de adaptagdo
distintas as condi¢des a que estdo expostas, como observado na Madural e na Verdeal,
com diferencas na atividade antioxidante nas duas regides, enquanto na Cobrangosa e na

Negrinha de Freixo, essas diferencas ndo foram detetadas.

4.6 Estabilidade Oxidativa

A estabilidade oxidativa dos azeites ¢ comumente determinada pelo método
Rancimat. Este método expde a amostra de azeite a 120 °C e a um fluxo constante de ar
(20 L/h), simulando condicdes de oxidagdo acelerada. Os resultados sdo expressos em
tempo de indugao (horas), que corresponde ao periodo a partir do qual a oxidacao se inicia
de forma exponencial (Figura 13). Quanto maior o tempo de indu¢@o, maior a estabilidade

oxidativa do azeite.

40

* a
A

35

30 *
- b b
= 25
I§ B
=
=
£ 20
)
=
2

c

E 15 Cc
=

10 CcD D cD

D
5 -
0
Cobrangosa Negril}ha de Madural Verdeal T. Verdeal Cordovilde  Bical de Castelo  Carrasquenha
freixo Castelo Branco Branco

OTras-os-Montes @ Beira Interior
Figura 13 - Estabilidade oxidativa, expressa em horas, de amostras de azeite extraidas de
diferentes cultivares cultivadas em diferentes regides. Letras mintsculas, maitsculas e
asterisco nas colunas indicam diferencas estatisticamente significativas (valor de p <
0,05) entre as cultivares em Tras-os-Montes, as cultivares na Beira Interior ¢ as mesmas
cultivares em regides diferentes, respectivamente (ANOV A, seguida do teste de Tukey).

A regido de producdo induziu diferencas significativas na estabilidade oxidativa
dos azeites extraidos das cultivares Cobrangosa e Negrinha de Freixo. As oliveiras da
cultivar Cobrancosa da Beira Interior apresentaram maior estabilidade oxidativa do que

as da mesma cultivar da regido de Tras-os-Montes. Neste caso, o tempo de indugdo foi
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de 20,4 horas na regido de Tras-os-Montes e de 35 horas na Beira Interior. Comparando
com os resultados apresentados nas Figuras 11 e 12, ¢ possivel observar que as oliveiras
da cultivar Cobrangosa cultivadas na regido da Beira Interior apresentaram maior
atividade antioxidante, como determinado pelo método de inibi¢do do radical livre de
DPPH e pelo teor de fenois totais, embora estatisticamente ndo significativo. Esta
diferenca podera estar a contribuir para uma maior estabilidade oxidativa destes azeites,
quando comparados com os obtidos de Cobrangosa da regido de Tras-os-Montes. A maior
estabilidade oxidativa dos azeites da Cobrangosa da Beira Interior podem também ser
justificados por apresentarem um maior teor de a-tocoferois, e fenois totais, que estudos
como o de Lamas et al., (2024) sugerem ser mais abundante em azeites desta regido
(Lamas et al., 2024). Adicionalmente, a composi¢ao em acidos gordos do azeite ¢ um dos
principais determinantes da estabilidade oxidativa do azeite (Montafio et al., 2016). O
acido oleico (monoinsaturado) possui maior estabilidade, enquanto os acidos gordos
polinsaturados, como o &cido linoleico e linolénico, sdo mais suscetiveis a oxidagdo
devido a presenca de multiplas ligagdes duplas (Gutiérrez, 1999).

Para as cultivares Negrinha de Freixo e Madural, as amostras de azeite extraidas
de oliveiras cultivadas na regido de Tras-os-Montes apresentaram maior estabilidade
oxidativa em relacdo as colhidas na Beira Interior, tendo sido detetadas diferencas
significativas entre as regides para as cultivares Negrinha de Freixo e Cobrangosa. A
elevada estabilidade da Verdeal Transmontana em Tras-os-Montes (33 h) € consistente
com a sua conhecida riqueza em &cido oleico (76-80%) (Sousa et al., 2015). Esta
composi¢do, rica em acido oleico, confere alta prote¢do ao azeite contra degradacio
oxidativa.

As amostras de azeite extraidas das restantes cultivares analisadas, Madural,
Cordovil de Castelo Branco, Bical de Castelo Branco e Carrasquenha, apresentaram os
niveis mais reduzidos de estabilidade oxidativa. A estabilidade moderada da Madural (13
h em Tréas-os-Montes, 9,5 h na Beira Interior) pode ser atribuida a um teor relativamente
maior de acido linoleico, em comparagdo com cultivares mais estaveis, tornando-a mais
vulneravel a oxidagao (Servili et al., 2009). As cultivares Cordovil de Castelo Branco ,
Bical de Castelo Branco e Carrasquenha, com tempos de indugao inferiores a 10 horas na
Beira Interior, sdo consistentemente classificadas na literatura como de menor
estabilidade oxidativa (Conceigdo, 2020). Isso pode ser devido a um perfil de acidos

gordos menos favoravel (maior proporc¢ao de 4acidos polinsaturados) ou a um menor teor
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de antioxidantes naturais em comparagao com cultivares como a Cobrangosa e a Verdeal
Transmontana.

Com o objetivo de avaliar a relagdo entre a atividade antioxidante, determinada
pelo método de inibi¢do do radical livre de DPPH e pelo teor de fendis totais, e a
estabilidade oxidativa (Rancimat) nos diferentes cultivares de azeite, realizou-se uma
Anadlise de Componentes Principais (PCA). Os resultados obtidos na PCA estdo
apresentados na Figura 14, os graficos apresentados correspondem as amostras da regido
de Tréas-os-Montes (Figura 14A), Beira Interior (Figura 14B) e a andlise conjunta de
ambas as regides (Figura 14C).

Na analise realizada para a regido de Tras-os-Montes (Figura 14A), os trés
primeiros componentes principais, PC1, PC2 e PC3, explicaram 77,7%, 20,5% e 1,8% da
variancia total, respetivamente. Esses resultados indicam que grande parte da
variabilidade entre as amostras pode ser representada pelos dois primeiros componentes
principais (98,2 %). Observa-se uma tendéncia de separacdo entre as cultivares mantidas
em Tras-os-Montes, sugerindo que as diferencas observadas na atividade antioxidante e
na estabilidade oxidativa podem contribuir para distinguir as cultivares analisadas.

Relativamente a PCA desenvolvida para as cultivares da Beira Interior (Figura
14B), os trés primeiros componentes principais explicaram 72,1%, 24,3 % e 3,6 % da
variancia total, respetivamente. A distribui¢do das amostras no espaco nos evidencia uma
relacdo entre fendis totais e atividade antioxidante (DPPH), confirmando a influéncia dos
fendis totais na capacidade antioxidante dos azeites, e consequentemente na diferenciagao
das cultivares.

A Figura 14C apresenta a PCA realizada com as amostras de ambas as regioes.
Os trés primeiros componentes principais explicaram 100% da variabilidade dos dados,
sendo PCI responsavel por 85,5%, PC2 por 13,2% e PC3 por 1,39%. Observa-se uma
tendéncia de separagdo entre as amostras das regides de Tras-os-Montes e da Beira
Interior, sugerindo que as diferengas nos parametros analisados entre as mesmas
cultivares podem refletir o impacto que as condicdes edafoclimaticas de cada regido

exercem na estabilidade oxidativa e atividade antioxidante dos respetivos azeites.
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Figura 14 - Andlise de componentes principais com os dados da percentagem de inibi¢ao do
radical livre DPPH, teor em fendis totais e estabilidade oxidativa para azeites extraidos de oliveiras
daregido de Tras-os-Montes (A), Beira Interior (B) e ambas as regides incluidas na mesma analise

(C).
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4.7 Nariz Eletronico
A Figura 15 apresenta o resultado da Analise Discriminante Linear (LDA)

aplicada aos dados obtidos pelo nariz eletronico (e-nose) para amostras de azeite das
regides de Tras-os-Montes (Figura 15A), Beira Interior (Figura 15B) e ambas (Figura
15C). Esta abordagem multivariada foi utilizada com o objetivo de maximizar a separagao
entre diferentes grupos de amostras, com base no perfil de compostos volateis detectados
por cada sensor do equipamento. Os sensores semicondutores 6xido-metélicos usados no
e-nose reagem com certos compostos volateis (cada sensor reage a um grupo ou composto
especifico), gerando variagdes na resisténcia eléctrica que se traduzem em sinais (Teixeira
et al., 2021).

Com os dados obtidos dos sensores S5, S6, S7, S8, S14 e S16, foi construida a
LDA para as amostras de Tras-os-Montes (Figura 15A). Os fatores discriminantes (DF1
e DF2) explicaram 97,9% da variabilidade dos dados, sendo o DF1 responsavel por 70,0%
e o DF2 por 27,9%. Foi possivel observar uma separagdo evidente entre as cultivares
Negrinha de Freixo, Verdeal Transmontana e Cobrangosa, o que indica o potencial do e-
nose para discriminar os perfis aromaticos dos azeites analisados da regido de Tras-os-
Montes (Figura 15A). A cultivar Madural compartilha caracteristicas volateis com todas
as outras cultivares, como ¢ possivel observar pela sobreposi¢ao dos diferentes grupos. O
modelo foi avaliado através dos métodos de validagdo. A eficicia original da classificagdo
foi de 96%. A validagdo LOO-CV apresentou uma média de 91% de eficacia, enquanto
a validagcdo Repeated K-Fold apresentou 85%, o que evidencia a boa consisténcia do
modelo na classificacdo dos azeites para cada cultivar.

A Figura 15B apresenta o resultado da analise LDA utilizando os dados fornecidos
pelo e-nose sobre as amostras de azeite da regido da Beira Interior. Foram utilizados 8
sensores para construir o modelo (S1, S2, S6, S7, S9, S11, S12, S14). O primeiro fator
discriminante (DF1) foi responséavel por 89,9% da variabilidade dos dados, enquanto o
segundo (DF2) explicou 6,4%, totalizando 96,3% da variabilidade contabilizada pelo
modelo.

Ao analisar a Figura 15B ¢ possivel observar a elevada capacidade do nariz
eletronico de separar e identificar o perfil aromatico dos azeites dessa regido. Os azeites
das cultivares Negrinha de Freixo e Verdeal da Beira Interior apresentam um perfil volatil
diferenciado, permitindo a sua facil discriminacdo. Ja a Bical de Castelo Branco ¢ a

Cordovil de Castelo Branco apresentam menor dissimilaridade no perfil volatil dos
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azeites produzidos, como se observa pela sobreposi¢ao entre os dois grupos (Figura 15B).
O modelo desenvolvido apresentou boa consisténcia, com precisdo original de 100%,
seguida de testes de validagdo LOO-CV com 80% e Repeated K-Fold com 73% de
eficacia. Estes resultados indicam que o modelo estatistico desenvolvido com base nos
dados do e-nose consegue discriminar e classificar corretamente os azeites provenientes
de diferentes cultivares da Beira Interior.

A Figura 15C mostra o resultado da LDA aplicada aos dados do nariz eletronico
(e-nose), considerando amostras de azeite provenientes das regides de Tras-os-Montes e
de Beira Interior. O modelo foi construido com base nas respostas de seis sensores
selecionados (S5, S6, S7, S8, S14 e S16), os mais relevantes para a discriminagdo entre
as amostras. Com base nos resultados apresentados na Figura 15C, ¢ possivel concluir
que os compostos volateis detetados pelos sensores mencionados anteriormente
permitiram discriminar as amostras de azeite obtidas de oliveiras cultivadas nas regides
de Tras-os-Montes e Beira Interior.

O desempenho do modelo estatistico aplicado corrobora essas afirmagdes, com
uma taxa de classificagdo original de 100% e uma validagdo LOO-CV de 98%, o que
evidencia a alta capacidade do modelo de discriminar os resultados e sugere uma
influéncia significativa da origem geografica na composi¢cdo e na concentracdo dos

compostos volateis nos azeites.
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5. Conclusao

O presente trabalho demonstrou que com a analise sensorial olfativa e gustativa,
foi possivel determinar que os referidos parametros tém elevado potencial para
discriminar azeites de diferentes cultivares e regides. Os azeites extraidos das oliveiras
da regido de Tras-os-Montes, apresentaram maior intensidade nos atributos olfativos de
tomate e couve, para o gustativo notas de frutado verde e couve. A regido da Beira Interior
destacou-se apresentando maior intensidade nos atributos gustativos de maduro, doce e
banana.

Por cromatografia gasosa, foram identificados 22 compostos volateis pertencentes
a sete familias. O (E)-2-Hexenal e 1-Penten-3-ona foram os compostos detetados em
maiores concentragdes para ambas as regides, e por serem mais discriminantes entre
regides e cultivares.

A Cobrangosa foi a cultivar com maior atividade antioxidante nas regides de Tras-
os-Montes e Beira Interior. Para as restantes cultivares comuns as duas regides, verificou-
se que os azeites provenientes de Trds-os-Montes apresentaram maior atividade
antioxidante, sendo este efeito estatisticamente significativo para as cultivares Verdeal
Transmontana e Madural.

De forma semelhante, a cultivar Cobrangosa da Beira Interior foi a que apresentou
a maior estabilidade oxidativa, significativamente superior aos valores observados na
regido de Tras-os-Montes. Tal como observado para a atividade antioxidante, para as
restantes cultivares foi a regido de Tras-os-Montes que levou a produ¢do de azeites com
maior estabilidade oxidativa, sendo estas diferencas entre regides estatisticamente
relevantes para as cultivares Verdeal Transmontana e Negrinha de Freixo. A Cordovil de
Castelo Branco, Bical de Castelo Branco e Carrasquenha apresentaram valores
semelhantes nas trés analises (efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH, teor de
fenois totais e estabilidade oxidativa).

Os resultados obtidos com o nariz eletronico evidenciaram que esta tecnologia
ndo invasiva permite discriminar eficazmente os azeites provenientes de diferentes
cultivares e regides de produgao.

A aplicag¢do de métodos estatisticos, nomeadamente a LDA e PCA, permitiu uma
discriminacao eficaz das amostras, quer entre cultivares de Tras-os-Montes, quer da Beira

Interior, bem como na comparagdo entre ambas as regioes.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitiram confirmar que os azeites das duas
regides apresentam perfis diferentes, evidenciando diferengas ao nivel dos atributos
sensoriais, da atividade antioxidante e perfil volatil. Estes resultados demonstram a
influéncia das condigdes agrondmicas e edafoclimaticas de cada regido na qualidade e
nas caracteristicas do azeite produzido.

Como perspetiva futura, seria pertinente alargar o estudo a outras regides
olivicolas, como o Alentejo, bem como incluir um niimero maior de cultivares em estudo.
Desta forma, seria possivel aprofundar o conhecimento sobre os padrdes de variacdo da
qualidade dos azeites em funcao da regido de producdo. De forma complementar, seria
relevante incorporar analises relacionadas com parametros morfologicos e capacidade
produtiva, de modo a avaliar de que modo a regido influencia caracteristicas como o peso,
o tamanho do fruto e do endocarpo e o rendimento. Adicionalmente, a integragcdo dos
resultados da caracterizagdo quimica do azeite com dados climaticos, como temperatura
e precipitacdo do ano em estudo, permitiria compreender de forma mais aprofundada a
relacdo entre as condigdes ambientais e as diferengas nas caracteristicas dos azeites entre

regioes.
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Anexo Al - Coordenadas das 23 amostras da regido de Tras-os-Montes.

Coédigo Amostra Localizacao Latitude Longitude
B1A1 Cobrangosa Macedo de Cavaleiros ~ 41.545313 -7.052135
B1A2 Cobrangosa Vila Flor 41.35961614  -7.08765708
B1A3 Cobrangosa Braganca 41.808313 -6.733832
B1A4 Cobrangosa Mirandela-Sucaes 41.491646 -7.256656
B1AS Cobrangosa Vimioso 41.546093 -6.647393
B1A6 Cobrangosa Mirandela-Abrambes 41.5717790 -7.1812940
B1A7 Negrinha de Freixo Braganca 41.806764 -6.731005
B1AS Negrinha de Freixo Alfandega da F¢é 41.2910386 -6.9987007
B1A9 Negrinha de Freixo Vila Flor 41.35961614  -7.08765708
B1A10  Negrinha de Freixo Mirandela-Sugdes 41.491011 -7.262354
B1A11  Negrinha de Freixo Mirandela-Romeu 41.533611 -7.070325
B1A12  Verdeal Transmontana ~ Vimioso 41.544934 -6.647660
B1A13  Verdeal Transmontana ~ Macedo de Cavaleiros ~ 41.545664 -7.053562
B1A14  Verdeal Transmontana  Vila Flor 41.367884 -7.121577
B1A15 Verdeal Transmontana  Braganca 41.808313 -6.733832
B1A16 Verdeal Transmontana Mirandela-Sugaes 41.491646 -7.256656
B1A17  Verdeal Transmontana ~ Mirandela-Abrambes 41.5717890 -7.1814640
B1A18 Madural Mirandela-Abrambes 41.5585210 -7.1792480
B1A19 Madural Vila Flor 41.368080 -7.121480
B1A20 Madural Mirandela-Romeu 41.532505 -7.071065
B1A21 Madural Mirandela-Sugaes 41.492344 -7.258002
B1A22  Madural Vimioso 41.546010 -6.647167
B1A23  Madural Macedo de Cavaleiros ~ 41.545313 -7.052135
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Anexo A2 - Coordenadas das 24 amostras da regiio da Beira Interior.

Cddigo Amostra Localizaciao Latitude Longitude

Cl1A1 Cordovil de C. Novo 40.07759  -7.47892
Castelo Branco
Cordovil de

C1A2 Castelo Branco  CB(D 39.82107  -7.45861
Cordovil de

C1A3 Castolo Branco  CB) 39.82246  -7.4606

C1A4 Cordovil de Fundio 40.13881  -7.51147
Castelo Branco

C1A5 Cordovil de Idanha 40.03136  -7.16807
Castelo Branco

C1A6 Cordovil de Mata 39.89548  -7.35074
Castelo Branco

C1A7 Cordovil de Oledo 39.90919  -7.16732
Castelo Branco

C1AS Cordovil de Sarzedas 39.84962  -7.69673
Castelo Branco

C1A9 Bical de CB 39.82369  -7.46109
Castelo Branco

C1A10 Bical de Fundio 40.13881  -7.51147
Castelo Branco

Cl1A11 Bical de Idanha 40.10481  -7.15233
Castelo Branco

C1A12 Bical de Mata 39.80548  -7.35074
Castelo Branco

C1A13 Bical de Oledo 39.90919  -7.16732
Castelo Branco

Cl1A14 Negrinha de FCR (L) 40.87417  -7.08575
Freixo

ClA15 Negrinha de FCR 40.87417  -7.08575
Freixo

C1A16 Negrinha de Sarzedas 39.92286  -7.62501
Freixo

C1A17 Negrinha de Sarzedas (L) 39.92286  -7.62501
Freixo

CI1A1S Verdeal FCR 40.88153  -7.08252

C1A19 Verdeal Sarzedas 39.92286 -7.62501

C1A20 Verdeal Sarzedas (L) 39.92286 -7.62501

C1A21 Carrasquenha CB 39.82107 -7.45861

C1A22 Carrasquenha Penha Garcia (Idanha)  40.02894 -7.0117

C1A23 Cobrangosa FCR 40.8461 -6.86079

C1A24 Madural Belmonte 40.36315 -7.33613
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