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RESUMO

A olivicultura possui uma grande importancia no cenario econémico mundial,
devido ao facto de a azeitona e o azeite fazerem parte da dieta alimentar de muitos
paises, especificamente os da regido Mediterranea.

A “Cobrangosa” € uma cultivar Portuguesa com muita importancia na regiao
de Tras-os-Montes encontrando-se atualmente disseminada por seis regides de
Denominacéo de Origem Protegida.

Os contaminantes emitidos para a atmosfera atingem as oliveiras e as
azeitonas através da agua, do ar, das plantas e do solo. Embora a ingestdo de
metais pesados através da azeitona e do azeite seja reduzida, a sua bioacumulacéo
no organismo pode resultar em toxicidade e pdr em causa a saude publica.

E deste ponto de vista, que se centra o objetivo geral deste trabalho.

Assim sendo, tentou-se quantificar o conteado de metais (de seguranca e de
qualidade), tais como o aluminio, arsénio, cadmio, chumbo, célcio, cobalto, cobre,
ferro, magnésio, manganés, sodio, niquel, e zinco nas azeitonas e azeites da cv
“Cobrangosa” de seis clones em dois estados de maturacdo, com diferentes
rendimentos de producéo e diferentes atividades antioxidantes.

Verificou-se que todos os metais analisados se encontram de acordo com o
legislado e publicado por outros autores, verificando-se neste estudo particular que a
componente genética que diferencia as amostras em estudo, ndo esta

significativamente relacionada com o contetdo em metais.

Palavras-chave: Azeitona, Azeite, Metais, Qualidade, Seguranca.



ABSTRACT

The culture of the olive trees has a great importance in the world economic
scenario, due to the fact that people in many countries, especially the Mediterranean
ones, use the olives and olive oil in their daily diet.

The “Cobrangosa” is a portuguese cultivar that has an enormous importance
in the Tras-os-Montes region. Nowadays this type of olive trees can be found in six
regions called as Protect Origin Denomination.

The contaminants expelled to the atmosphere reach the olives and olive
trees through the water, the air, the plants and the soil. Although the ingestion of the
heavy metals contained in olives and olive oil is almost insignificant, it can be toxic
because of the bioaccumulation in the human body and that can put at risk the public
heath.

Bearing this in mind, the general goal of this study is to try to quantify the
metal contents in olives and olive oils of the six clones, in two states of maturation,
different production yield and antioxidant activity of cv “Cobrangosa”, such as:
aluminium, arsenic, calcium, cadmium, cobalt, copper, iron, magnesium, manganese,
sodium, nickel, lead and zinc.

It was found that all the analyzed metals are in accordance with the
legislation and with works published by other authors, verifying that in this particular
study the genetic component, which differentiates the samples analyzed, is not

significantly related to the metal content.

Keywords: Olive, Olive Oil, Metals, Quality, Safety.
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CAPITULO 1. Introducéo

1.1. ENQUADRAMENTO TEMATICO

A alimentacéo funciona como uma dupla face para o Homem, além de ser
uma fonte nutricional que suporta a vida, funciona também como uma ponte que nos
mantém unidos as nossas origens, costumes e tradicbes; estas, nos paises
Mediterraneos, dos quais Portugal faz parte, incluem o consumo de azeite (Connor,
2005).

A oliveira é considerada das plantas mais antigas a ser cultivada,
remontando a sua produgdo na Bacia Mediterranica Oriental ha cerca de 3000 a
4000 anos A.C. (Connor e Fereres, 2005). Na era dos descobrimentos, a cultura da
oliveira estendeu-se a todos os continentes do globo.

Ao nivel da producdo mundial estima-se que o cultivo da oliveira ocupe uma
area de 9,5 milhdes de hectares, sendo que aproximadamente 90 % da producéo é
para a obtencdo de azeite e o restante para a producdo de azeitona de mesa. Os
principais produtores de azeite na Europa sdo a Espanha, Grécia, Italia e Portugal,
cuja producdo representa 75 % da producdo mundial (Janick and Paull, 2008). O
cultivo da oliveira e a producdo de azeite tém crescido muito nos ultimos anos
devido as propriedades com beneficios saudaveis atribuidas ao consumo de azeite,
e a sua crescente valorizagdo como produto gourmet na cozinha mediterranica
(Baiano et al., 2010).

Nos paises da bacia mediterranica, o azeite tem, além da sua importancia
nutricional, um grande valor sociocultural e econdmico. A sua producao constitui, em
varias regides desfavorecidas, o principal suporte da atividade econémica (Cunha,
2007).

O consumo significativo de azeite esta relacionado com os beneficios para a
salude e as caracteristicas organoléticas que advém da sua composicédo
(essencialmente ao nivel de secoridéides como a oleuropeina), sendo estas as
principais responsaveis pela qualidade do azeite (Covas et al., 2009).

O sabor que confere aos alimentos, a sua boa tolerancia gastrica e a
estabilidade das suas propriedades nutricionais, quando submetido a temperaturas
elevadas (até 200° C), permitem classifica-lo como gordura de excelente qualidade
alimentar (Gunstone, 2002; Gouveia et al., 2002).

O seu valor nutricional e funcional resulta das vantagens que representa

para a saude na prevencédo de certas doencgas, tais como, diminuicdo do risco de

-2
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doencas cardiovasculares, cancro, diabetes e até declinio cognitivo e aumento de
qualidade de vida e longevidade (Huang, 2008).

A avaliacdo quantitativa de metais nos 6leos comestiveis € de um elevado
interesse devido, ndo s6 a potencial toxicidade dos diversos elementos, mas
também a presenca de algumas espécies metélicas que podem afetar a qualidade

global (sabor e estabilidade) desses produtos (Souza et al., 2005).
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1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A oliveira, Olea europaea L., pertence a familia botanica Oleaceae, que
abrange centenas de espécies, maioritariamente arvores e arbustos das regifes
temperadas e paleotropicais (Bandino et al., 2007).

E a Gnica espécie desta familia que produz um fruto comestivel.

A oliveira é possivelmente uma das culturas com maior importancia da bacia
do Mediterraneo. Foi possivelmente a primeira planta de porte arbéreo a ser
cultivada, sendo assim considerada a arvore mais antiga cultivada pelo homem
(Connor e Fereres, 2005).

Desde a Idade do Bronze que a riqueza de muitos povos do Mediterraneo se
centrou em torno do cultivo das oliveiras, as quais providenciavam o azeite e a
azeitona. O azeite era usado na cozinha como unguento e para a iluminagcédo. Dada
a sua grande capacidade de conservacdo, este produto era facilmente
comercializado. Os frutos também eram armazenados para consumo. O pédo e o
azeite eram, e ainda sdo, a base da alimentacdo de muitas comunidades de
camponeses da Bacia do Mediterraneo (Zohary e Hopf, 2000).

E uma arvore rustica, de grande longevidade e com folha persistente. A sua
facil propagacdo por via vegetativa permitiu que o seu cultivo se mantivesse ao
longo dos séculos (Bandino et al., 2007).

Morfologicamente, sdo arvores de porte médio, com uma copa redonda e
bastante densa, mas as diversas intervengdes humanas permitem uma maior
entrada de luz, necessaria ao seu desenvolvimento. O tipo de poda é inclusivamente
fundamental na forma, ndo s6 da copa mas de toda a arvore, pelo que podemos
afirmar que as oliveiras sdo arvores com elevada plasticidade morfogenética
(Connor, 2005).

O seu fruto, a azeitona, € valorizado comercialmente para a obtencédo de
azeite e para a produgéo de azeitona de mesa.

A popularidade recente, e ainda crescente, da oliveira como producao
agricola esta relacionada com o aumento da procura dos seus produtos,
nomeadamente o fruto, e o azeite que se extrai do mesmo, devido aos comprovados
beneficios que tém para a saude humana (Tuck e Hayball, 2002; Perona et al.,
2006).
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1.2.1. AZEITONA

A principal utilizacdo da azeitona é a producdo de azeite e de azeitona de

mesa. O azeite, produto resultante da maceracdo mecanica da azeitona, utiliza mais

de 90% da producdo mundial deste fruto, sendo os restantes 7 a 10% consumidos

como azeitona de mesa. Esta € uma das mais antigas aplicagdes biotecnoldgicas no

processamento de alimentos, que surgiram na regido Mediterranica e que ao longo

dos tempos se tem vindo a expandir por outros paises.

E um fruto que s6 pode ser consumido depois de processado devido ao

facto de ser muito amargo em virtude de possuir compostos fendlicos que podem

interagir com as proteinas salivares conferindo-lhes a sensacdo de adstringéncia

(Spyropoulou et al., 2001).

1.2.1.1. BOTANICA DA AZEITONA

Em termos botéanicos a azeitona € uma drupa, e é constituida pelo exocarpo

(cuticula), mesocarpo (polpa) e pelo endocarpo (carogo), onde esta a améndoa e se

encontra o embrido e as reservas alimentares do fruto (Figura 1).

b

d

Peddnculo
Cuticula
Polpa
Carog¢o
Améndoa

Figura 1.Corte transversal de uma azeitona com as suas partes constituintes

(Fonte: Luchetti, 2002)

A azeitona é um fruto pequeno de forma elipsoidal a globular, que

normalmente mede 1-4 cm de comprimento e 0,6-2 cm de diametro.
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Quando o fruto esta completamente desenvolvido, a polpa representa 60-90
%, 0 caroco 10-40 % e a semente 1-2 % do peso total do fruto, dependendo do fim a
que se destina (azeite ou azeitona de mesa), da variedade, estado de
desenvolvimento e maturacao, condicdes de cultivo e tipo de solo. A composicéo da
polpa da azeitona varia entre 50-60 % de agua e 20-30 % de gordura (Barranco et
al. 1999; Garcia, 2005).

1.2.1.2. COMPOSICAO QUIMICA

A azeitona é constituida por diversos componentes, nomeadamente agua,
lipidos, proteinas, hidratos de carbono, pigmentos, vitaminas, minerais, &cidos
organicos e compostos fendlicos (Tabela 1) (Hermoso et al., 2004).

A agua e os lipidos sdo os componentes mais importantes, representando
cerca de 50-60% e 12-32% respetivamente, consoante se considere o fruto verde ou

maduro.

Tabela 1. Composi¢do quimica da azeitona (% em peso).

(Fonte: Adaptado de Mella, 2007)

_ Polpa Caro¢o Epiderme
Agua 50-60 9,3 30
Azeite 15-30 0,7 27,3
AcUcares 3-7,5 41 26,6
Celulose 3-5 38 1,9
Matéria Nitrogenada 2-5 3,4 10,2
Cinzas 1-2 41 1,5
Polifendis 2-2,5 0,1 1-15
Indeterminados 3,4 2,4

1.2.1.3. CARACTERIZACAO DA CULTIVAR COBRANCOSA

A cultivar predominante em Portugal € a Galega Vulgar, que produz um
azeite com caracteristicas peculiares. Contudo, esta variedade é pouco produtiva,
com baixo rendimento em azeite e muito sensivel as pragas e doengas da oliveira
(Bartolini et al., 2005)
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Atualmente estéo a plantar-se outras cultivares, mais produtivas e com maior
rendimento em azeite, como sdo os casos da Cobrancgosa, Arbequina e Picual
(Cooperativa Agricola dos Olivicultores do Fundéo, 2010).

A Cobrancosa é uma cultivar portuguesa vocacionada para a producéo de
azeite. Atualmente é uma das cultivares cujo cultivo esta autorizado em todas as
regibes agrarias (Tabela 2), com maior incidéncia na regido de Tras-os-Montes, para
a producéao de azeites DOP (MADRP, 2007).

Tabela 2. Variedade de oliveiras autorizadas nas varias regides agrarias em Portugal

(Fonte: Adaptado de Ministério da Agricultura do Desenvolvimento Rural e Pescas, 2007)

Regido Variedades Autorizadas
Algarve Macanilha, Galega, Cobrancosa
Alenteio Galega, Cordovil, Verdeal, Cobrangosa, Magcanilha, Carrasquenha,
J Bical de Evora, Redondil, Conserva de Elvas, Azeiteira
Ribatejo Galega, Cobrancosa, Lentisca
Beiras Galega, Cordovil, Bical, Cobran¢osa, Carrasquinha, Cornicabra
Tras-os-Montes Cobrangosa, Verdeal, Madural, Negrinha, Santulhana

Possui porte pequeno ou médio, arborescéncia mediana e ramificacdo de
comprimento médio, ramos acinzentados esverdeados e quebradicos, folhas
pequenas, compridas e estreitas, com rebordo encurvado ou planas de consisténcia
média (figura 2). Tem inflorescéncias de comprimento médio ou curto com um
namero de flores por inflorescéncia mediano, sem flores supranumerarias.

O fruto é de tamanho médio, elipsoidal, de diametro maximo na parte
mediana, forma apical pontiaguda ou arredondada, cavidade peduncular pequena e
medianamente profunda.

O pericarpo é avermelhado na viragem, vermelho escuro ou negro na
maturacdo. O mesocarpo € de consisténcia rija e aderente ao endocarpo que, por
sua vez, € grande, alongado ou elipsoidal, de forma apical pontiaguda e superficie
rugosa (figura 2) (Cordeiro et al., 2010).
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[EPUREIEERE
—————

Figura 2. Amostra da cultivar Cobrancosa
(Fonte: Adaptado de Vida Rural n° 1746 - Abril 2009)

Tem uma boa capacidade de propagacdo por estaca herbacea e apresenta
baixa resisténcia do fruto ao desprendimento. Tem bom rendimento em azeite de
mediana riqueza em acido linoleico (Cordeiro et al., 2010).

Apresenta grande tolerancia ao frio, a clorose do ferro e ao patogénico
Pseudomonas syringae subsp. Savastanoi responsavel pela tuberculose na oliveira
(Bartolini et al., 2005).

1.2.2. AzEITE

O azeite consiste no 6leo obtido unicamente a partir do fruto da oliveira
(Olea Europea L.), com exclusdo dos 6leos obtidos através do uso de solventes ou
processos de reesterificacdo e de qualguer mistura com 6leos de outra natureza
(COl, 2008).

O azeite virgem conserva 0 sabor, aroma e todas as propriedades do fruto
do qual tem origem, pelo que, possui caracteristicas organoléticas particulares, que
permitem distingui-lo dos restantes 6leos e gorduras (Gutierrez, 2009).

E o Gnico de todos os 6leos vegetais que pode ser consumido no estado
virgem, sem qualquer processo de refinagdo, conservando assim todas as suas

vitaminas e outros constituintes naturais importantes (Aparicio et al., 2000).

1.2.2.1. ComPOSICAO QUIMICA

O azeite € um produto em que € exigida a maxima qualidade, com isto,
torna-se necessario que se obtenha um conhecimento de todos os constituintes. O
detalhado conhecimento da composicdo quimica do azeite permite fazer a

caracterizagdo das diferentes cultivares de azeitona, realcando a importancia da

-8-



CAPITULO 1. Introducéo

definicdo varietal na distingdo dos diferentes azeites. A sua composicdo diferenciada
pode ser utilizada no estabelecimento de parametros que podem ser utilizados na
autenticidade dos mesmos (Kapellakis, 2008).

Do ponto de vista quimico, os componentes do azeite podem dividir-se em
duas fragBes: uma saponificavel (fracdo que permite a formacéo de sabdes, sais de
sédio e/ou potassio, por hidrolise em meio alcalino) e outra insaponificavel (Cunha,
2007).

A primeira fracdo constitui cerca de 97 a 99% do peso total do azeite,
constituida maioritariamente por triacilgliceréis, uma pequena fracdo de di e mono
glicerdis e de acidos gordos livres, responséaveis pela acidez do azeite (Cunha, 2007
e Luchetti, 2002).

A composicdo em acidos gordos do azeite pode variar de acordo com a
variedade da azeitona, condi¢des climéticas e local de producgéo (Luchetti, 2002).

A fracdo insaponificavel integra um conjunto muito variado de substancias:
ceras, alcoois alifaticos, hidrocarbonetos, pigmentos, fosfolipidos, compostos
fendlicos, fitosterois e tocoferois.

Embora constituam a fracdo minoritaria do azeite, a presenca destas
substancias reveste-se de elevada importancia, tanto do ponto de vista funcional
como da estabilidade e da qualidade organolética do produto (Cunha, 2007).

Dada a sua elevada especificidade, os componentes minoritarios sdo muitas

vezes usados como critério de qualidade e de autenticidade (Garcia, 2005).

1.2.2.2. IMPORTANCIA NA ALIMENTACAO

Ao longo dos ultimos anos tem-se vindo a salientar o beneficio da Dieta
Mediterranica; isto porque, apesar do elevado consumo de gordura, os resultados de
varios trabalhos cientificos evidenciam que este padrdo alimentar esta associado,
entre outros, a diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares, cancro, diabetes e
até declinio cognitivo e aumento de qualidade de vida e longevidade (Huang, 2008).

A dieta tradicional mediterranea € caracterizada pela abundancia em fruta,
vegetais, cereais e legumes, em que, o azeite € a principal fonte de gordura
(Pancorbo, 2006).
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Esta dieta é rica em acidos gordos monoinsaturados e baixa em acidos
gordos saturados, contribuindo beneficamente para a saude do ser humano (Huang,
2008).

O &cido oleico, tal como os acidos gordos polinsaturados, diminui 0s niveis
sanguineos de colesterol LDL, fator de risco na ocorréncia das doencas
cardiovasculares, com a vantagem de ndo baixar os niveis de colesterol HDL
(Granados, 2000; Duarte, 2003).

A riqueza do azeite em antioxidantes, principalmente vitamina E e
compostos fendlicos, contribui para a conservacdo dos tecidos, retardando o
envelhecimento (Pérez-Martinez, 2010).

No que se refere ao aparelho digestivo, 0 azeite é a gordura melhor tolerada
pelo estdmago. E tonificante, mostra efeitos benéficos nas gastrites e na Ulcera
gastroduodenal (Perez-Jimenez et al., 2005).

O azeite também ajuda a aliviar a prisdo de ventre devido a falta de tonos
muscular, tendo um efeito laxante que conduz a contracdo da vesicula biliar e a
ativacdo dos movimentos peristalticos do intestino delgado (Huang, 2008).

Aumenta o poder de desintoxicacdo do figado e contribui para a melhoria da
fase posterior da digestdo, ao proporcionar uma ac¢do mais eficaz da bilis na
emulsado das gorduras (Covas, 2007)

Relativamente a infancia, sabe-se que os acidos gordos polinsaturados séo
essenciais do ponto de vista metabdlico para os bebés e continuam a sé-lo durante
o periodo de crescimento das criangas.

O azeite proporciona uma relacdo &cido linoleico / acido linolénico
semelhante a da gordura do leite materno. Além disso, o acido oleico tem uma acéo
positiva no crescimento, na mineralizacéo e no desenvolvimento dos 0ssos (Aparicio
et al., 2000).

O efeito positivo do azeite, especificamente dos seus oleatos e &cidos
gordos essenciais, na mineralizacdo dos ossos € eficaz também na idade adulta,
limitando a perda de calcio devido ao envelhecimento (Gouveia et al., 2002).

O azeite é a gordura que apresenta as melhores caracteristicas de
digestibilidade (com o coeficiente de digestibilidade mais alto de todas as gorduras)
e de poder de absorgdo (com um indice de absorcao de cerca de 98%), pelo que se

torna indicado o seu consumo pelos idosos.
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O sabor caracteristico dos azeites e a sua maior viscosidade revelam-se
vantajosas nos regimes hipo-lipidicos ou hipo-caléricos, por problemas de
obesidade, diabetes ou certos tipos de cancro, dado que, mesmo em pequenas
guantidades, o azeite torna os alimentos mais agradaveis ao paladar, quer em cru,

quer aquecido (Gunstone, 2002; Gouveia et al., 2002).

1.2.2.3. AZEITE EM PORTUGAL

Sendo dos principais produtores mundiais de azeite, Portugal tem, na
olivicultura, um fator de importancia significativa para o pais, ndo s6 do ponto de
vista econdmico, mas também do ponto de vista social nas regiées produtoras,
devido a sua ligacdo as condi¢des naturais das zonas, sendo 0s olivais mais valias
patrimoniais, paisagisticas e culturais (MADRP, 2007).

Portugal ocupa a quarta posicdo na Unidao Europeia em termos de producao
de azeite, a seguir a Espanha, Italia e Grécia (Faostat, 2007). Embora o olival esteja
presente em todas as regides de Portugal, em algumas representa a principal cultura
agricola e a maior fonte de rendimento econémico. E o caso do Alentejo, que ocupa
a primeira posicao na producao de azeitonas destinadas a azeite, seguido da regiao
de Tras-os-Montes (INE, 2007).

A cultivar mais utilizada no pais € a “Galega” (atualmente representando
cerca de 60% de todas as oliveiras no pais)., existindo ainda outras cultivares que
ocupam areas significativas como a “Cobrangosa” na regido de Tras-os-Montes,
correspondendo a 20% da area de olival (MADRP, 2007).

Cada regidao produz um azeite diferente, ja que as cultivares de oliveira
utilizadas nas diversas zonas olivicolas originam um produto singular em termos das
suas caracteristicas. As caracteristicas do azeite sao influenciadas por condi¢cdes
climaticas, praticas culturais, maturagdo do fruto e modo de transformacdo da

azeitona (Pasqualone et al., 2007).
1.2.2.4. AzeiTe DOP

As iniciais de “Denominagéo de Origem Protegida” (DOP), designam um

produto agricola ou alimentar produzido e transformado numa regido especifica, cuja
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gualidade se deve principalmente aos fatores humanos e naturais do meio
geografico delimitado (Pasqualone et al., 2007).

Trata-se de um produto produzido de acordo com regras pré-estabelecidas,
as quais incluem nomeadamente variedades de azeitonas, condicdes de apanha e
de transporte, extracdo do azeite, entre outras, de forma a assegurar a sua
especificidade e elevada qualidade, com caracteristicas quimicas e sensoriais
Gnicas (Custodio, 2009).

Este azeite caracteriza-se por ser equilibrado, com cheiro e sabor a fruto
fresco, por vezes amendoado, e com uma sensac¢éo notavel de doce, verde, amargo
e picante (Reg.1107/96).

Os produtos de denominacdo de origem protegida possuem um valor
econdémico superior comparativamente com 0s que nhao tém essa denominacgao
(Doveri e Baldoni, 2007).

A producéo de azeite DOP tem vindo a aumentar nas Ultimas décadas em
Portugal, representando atualmente cerca de 4% da producédo nacional de azeite
virgem (INE, 2007).

Em Portugal existem seis Denominacdes de Origem Protegida para o
mercado do azeite - Azeite de Tras-os-Montes, Azeites da Beira Interior, Azeites do
Ribatejo, Azeites do Norte Alentejo, Azeite de Moura e Azeites do Alentejo Interior
(Figura 3) (MADRP 2007).

Tras-os-Mantes DOP

Beira-Interiar / Beira Alta DOP
Beira-Interiar / Beira Baixa DOP
Ribatejo DOP

Norte Alentejana DOP

Alenteja Interior DOP

Maoura DOP

Figura 3. Distribuicdo dos Azeites DOP em Portugal.
(Fonte: AFG Alimentar, 2013)
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1.2.3. PARAMETROS DE QUALIDADE E SEGURANGA DAS AZEITONAS E AZEITE

1.2.3.1. METAIS

Os metais e metaldides formam um importante grupo de substancias toxicas
gue apresentam muitas dificuldades quanto a sua analise quimica sistematica. Nos
paises desenvolvidos o0 maior nimero de casos conhecidos de intoxicacao por estes
agentes deve-se a intoxicagdo cronica, resultante da exposicdo ambiental ou
ocupacional (Moffat et al., 2004).

Os metais sdo provavelmente o grupo de substancias toxicas mais antigo
conhecido do homem. Supde-se que o chumbo comecou a ser utilizado perto do ano
de 2000 a.C. Hipdcrates, em 370 a.C., descreveu a primeira colica abdominal de um
homem que trabalhava na extracdo de minério (Sarikurkcu, 2011).

O arsénio (As) e mercurio (Hg) sao citados por Theophrastus de Erebus em
310 a 287 a.C. e por Plinio, O Velho, no séc. | a.C. (Casarett e Doull’s, 1996; De
Guevara e Pueyo, 1995).

Cerca de 80 dos 105 elementos da tabela periédica sdo considerados
metais, mas menos de 30 foram identificados como substancias toxicas para o
homem (Casarett e Doull’s, 1996).

Todas as formas de vida séo afetadas pela presenca de metais dependendo
da dose e da forma quimica. Muitos metais sdo essenciais para o crescimento de
todos os tipos de organismos, desde as bactérias até ao ser humano, mas séo
necessarios em baixas concentracdes e podem danificar os sistemas biolégicos, se
estiverem em concentracdes elevadas.

A manifestacdo dos efeitos toxicos esta associada a dose e pode distribuir-
se por todo o organismo, afetando varios o6rgdos, alterando 0s processos
bioguimicos e as membranas celulares (Llorent-Martinez et al., 2011a).

Alguns metais sofrem o processo de bioacumulagdo no organismo dos seres
Vivos, isto €, sdo absorvidos e retidos, e 0 organismo nao consegue desenvolver
mecanismos de eliminacdo destas substancias. Pode ser de uma forma direta
através do ambiente que os envolve e/ou indiretamente a partir da alimentacéo
(Geraldes, 2004).

A presenca de metais no azeite é causada por diversos fatores: tecnologia,

gendtipo da oliveira, fertilizantes e pesticidas introduzidos durante o processo de

-13 -



CAPITULO 1. Introducéo

producdo, contaminagdo do equipamento durante o processamento e pela
exposicao ambiental (Jamali et al., 2008).

O dltimo é o resultado da deposicdo natural das plantas e bioacumulacdo que
estd diretamente associado as fontes naturais de metais no solo e a poluicdo
ambiental. A concentragdo destes metais tem uma elevada importancia para a
avaliacdo da sua qualidade, nomeadamente no que diz respeito a frescura,
capacidade de armazenamento e toxicidade (Matos & Campos, 2006).

Os metais podem ser classificados como essenciais (Cu, Zn, Mn, Fe, Ni),
provavelmente essenciais (Vn, Co) e potencialmente toxicos (As, Cd, Pb, Al). No
entanto, os metais essenciais também podem produzir efeitos téxicos quando a
ingestdo do metal é excessivamente elevada (Gopalani et al., 2007). Além disso,
alguns metais (por exemplo, Cu, Zn, Fe, Mn, Ni) podem acelerar os processos de
oxidacdo de Oleos comestiveis, uma vez que tém um efeito negativo sobre a sua

qualidade sensorial (Benedet & Shibamoto, 2008).

1.2.3.2. BENEFICOS VERSUS PREJUDICIAIS

Os metais pesados sdo causadores de muitos efeitos negativos para a
saude humana, principalmente através da contaminacdo ambiental, onde a
remediacdo da poluicdo por metais se torna dificil devido a sua elevada persisténcia
e a sua baixa degradabilidade no ambiente (Yuan et al., 2004).

Os metais s@o elementos, que ocorrem na natureza em diferentes formas,
caracterizados por apresentarem uma boa condutividade elétrica e térmica,
geralmente com um alto ponto de fusdo e de ebulicdo e uma elevada dureza.

Os metais pesados sdo considerados também uma das principais fontes de
poluicdo no ambiente. A atividade humana tem levado a um aumento dos seus
niveis no meio ambiente. Devido a poluicdo industrial e atmosférica, os metais
pesados acumulam-se no solo, influenciando os ecossistemas mais proximos. Uma
vez presentes no corpo humano, podem depositar-se nos tecidos, causando
doencas graves (Jamali et al., 2008).

O problema dos metais pesados no meio ambiente tem a ver com a sua
forma e quantidade. Dependendo das condi¢cbes fisicas e quimicas do meio, 0s
metais podem alterar o seu estado de oxidacdo, formar complexos ou mesmo

precipitar.
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Dos diferentes metais pesados difundidos no ambiente, o cadmio, o chumbo,
0 arsénio e o aluminio sdo os apontados como 0s de maior risco para a seguranga
alimentar (Lopes 2009; Veiga et al., 2009).

O chumbo e o cobre, estdo potencialmente presentes no azeite devido a
contaminagao ambiental. Por sua vez, o ferro pode provir de fontes naturais, ou ser
introduzido ao longo da linha de producéo.

Normalmente os elementos mais vulgarmente associados a intoxicacdes sédo

0 arsénio, antimoénio, chumbo, litio, mercurio e o talio (Moffat et al, 2004).

1.2.3.3. METAIS RELACIONADOS COM A SEGURANCA

1.2.3.3.1. ALUMINIO

O aluminio é o metal pesado mais comum da crosta terrestre, devido a sua
natureza reativa, ndo existindo como elemento livre, apenas combinado com o
oxigénio, silicio, flior, entre outros. Nos dias de hoje, com 0 aumento da absor¢céo
deste metal pesado pelas plantas e animais, e como consequéncia ao longo da
cadeia alimentar, tem sido motivo de preocupacédo para ambientalistas e autoridades
de saude (Reilly, 2002).

E um elemento importante para a formag&o da matriz 6ssea e mineralizagéo,
sendo responsavel pelo metabolismo do célcio (Santana, 2008).

Interage com outros elementos como calcio, fltor, ferro, magnésio, fésforo e
estroncio, e quando ingerido em excesso pode reduzir as suas absorc¢oes.

Este metal pesado tem sido associado a diversas doencas cerebrais. O
aluminio causa desde efeitos discretos como a diminuicdo da atencdo e da
concentracdo, sendo seguido de sintomas neuroldgicos resultando num efeito mais
severo da capacidade psicomotora e cognitiva, podendo ser responsavel por
desencadear doencas como deméncia, Alzheimer e Parkinson (Reilly, 2002). Em
concentracdes elevadas provoca intoxicacbes agudas a pessoas com insuficiéncia
renal que ndo conseguem excretar este elemento (Miranda, 2008).

A presenca deste em alimentos deve-se, ndo sO ao facto de ser um mineral
presente naturalmente no meio ambiente, como também por entrar em contato direto

com alimentos através de utensilios e embalagens (Reilly, 2002).
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1.2.3.3.2. ARSENIO

O arsénio é dificil de caracterizar como elemento Unico, a sua quimica é
muito complexa, existindo indmeros compostos diferentes de arsénio. Esta presente
em mais de 200 espécies minerais sendo a mais comum a arsenopirite (Casarett e
Doull’'s, 1996; INCHEM, 2001).

Em conjunto com os metais pesados Pb, Cd e Hg, é um dos elementos cuja
presenca esta relacionada com um elevado numero de intoxicacdes ao longo da
histéria da humanidade. As formas quimicas inorganicas de As podem causar
intoxicagdo aguda ou crénica, encontrando-se associados a varios tipos de cancro,
particularmente ao cancro de pele (por ingestédo) (Catarino et al., 2007).

Segundo alguns autores, a maior fonte de exposicdo humana, nos nossos
dias, ao arsénio é a producdo de pesticidas, herbicidas e outros produtos agricolas
(Herce-Pagliai et al., 2002).

1.2.3.3.3. CAb™MIO

O cadmio que aparece naturalmente nas rochas e solo é pouco abundante no
seu estado puro (Veiga et al., 2009). Este metal pesado encontra-se também nos
sistemas aquéticos onde aparece em concentracdes muitos varidveis dependendo
da area geografica (Lopes, 2009).

Na maioria dos paises, a fonte mais relevante de exposicdo ao cadmio é a
alimentacao. Os niveis de ingestao deste metal vao depender das condigcbes em que
os alimentos sdo produzidos, e dos diferentes habitos alimentares que as
populacdes tém, pois este elemento quimico encontra-se presente na maior parte
dos alimentos, em concentra¢cdes muito distintas (Lopes, 2009).

E um metal extremamente toxico, bioacumulativo e cancerigeno, suscetivel
de ser introduzido no organismo humano por via respiratéria, oral e cutanea
(Catarino et al., 2007).

N&o é um metal essencial e interage com o metabolismo do calcio, zinco e
do ferro. Os efeitos toxicoldgicos resultantes da exposi¢cao oral cronica e mais critica
ao cadmio verificam-se ao nivel dos rins. O cadmio pode também causar danos ao
nivel dos 0ssos, levando a conhecida doenca de lItai-Itai, diagnosticada pela primeira
vez no Japao nos anos 50 (Veiga et al., 2009).
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1.2.3.3.4. CHUMBO

O chumbo é também um metal pesado que se encontra disseminado em
toda a natureza podendo estar sob a forma de chumbo orgéanico e inorganico, sendo
ambas as formas consideradas téxicas. O chumbo ndo apresenta nenhuma funcgéo
especifica no organismo humano, no entanto sabe-se que induz um diverso conjunto
de disfuncdes de ordem fisiolégica, comportamental e bioguimica (Lopes, 2009).

Os compostos de chumbo s&o absorvidos por via respiratéria e cutanea. Os
efeitos adversos provocados por este metal sdo bastante mais graves do que os de
outros contaminantes ambientais.

Os efeitos patoldégicos do metal fazem-se sentir ao nivel do sistema
sanguineo, por inibicdo da sintese de hemoglobina, ao nivel do sistema nervoso
provocando encefalopatia cronica, problemas neurolégicos e psicomotores, ao nivel
do sistema renal, nefropatia e alteragdo progressiva da funcéo renal, e ao nivel do
sistema cardiovascular (Catarino et al., 2007).

E muito toxico para a maioria das plantas e é um veneno cumulativo nos
mamiferos. Afeta praticamente todos os érgdos (principalmente o figado e os rins) e
sistemas (nervoso central, cardiovascular, reprodutor masculino e feminino) do corpo

humano (Santana, 2008).

1.2.3.4. METAIS RELACIONADOS COM A QUALIDADE
1.2.3.4.1. CALCIO

E o metal mais abundante no corpo humano e o quinto mais abundante na
crosta terrestre (1,6% em massa). E essencial para os seres vivos, sendo o
componente maioritario dos ossos e dos dentes. Desempenha funcfes vitais na
atividade cardiaca, na coagulacdo sanguinea, na contracdo muscular e na
transmissao nervosa (Charana, 2008).

O excesso de Ca no organismo pode ocasionar diversos problemas e
doencas, tais como as conhecidas “pedras” nos rins, provocar a redugao de outros
minerais, como 0 magnésio, causar anorexia, dificuldade de memorizacéao,

depressao, irritabilidade e fraqueza muscular (Silva, 2006).
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1.2.3.4.2. COBALTO

Apesar de possuir inUmeras vantagens, o cobalto é uma substancia que
apresenta um grande nivel de toxicidade.

A via respiratOria e o trato intestinal séo os sistemas que melhor conseguem
absorver o cobalto no organismo, no entanto, todos os tecidos do corpo séo capazes
de capta-lo.

A toxicidade deste elemento revela-se através de manifestacdes alérgicas
(Catarino et al., 2007).

1.2.3.4.3. COBRE

O cobre € um micronutriente essencial que participa em varias funcdes
fisiolégicas nos organismos, integrando a estrutura de algumas proteinas e enzimas
que participam na defesa do organismo contra a acdo de radicais livres e na
respiracao celular, além de atuar como co fator enzimatico (Catarino et al., 2007).

E um elemento altamente toxico para invertebrados, muito toxico para as
plantas, e moderadamente téxico para os mamiferos. A toxicidade cronica do cobre
ocorre principalmente em portadores de insuficiéncia renal que facam hemodiélise.

Manifesta-se por disfuncéo e lesdo hepatocelular (Santana, 2008).

1.2.3.4.4. FERRO

O ferro exerce a fungdo como elemento estrutural do grupo heme na
hemoglobina, proteina responséavel pelo transporte de oxigénio e do dioxido de
carbono no sangue (Santana, 2008).

A deficiéncia de ferro é considerada a caréncia nutricional mais prevalente
em todo o mundo, afetando principalmente lactentes, pré-escolares, adolescentes e
gestantes.

A anemia, diminuicdo anormal na concentracdo de hemoglobina no sangue,
€ considerada a principal consequéncia da deficiéncia de ferro. Numa fase mais
avancada, estd associada a sintomas clinicos de fraqueza, diminuicdo da
capacidade respiratoria e tontura. Mesmo na auséncia de anemia, a deficiéncia de

ferro pode acarretar disturbios neurocognitivos (Charana, 2008).
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O seu excesso € relativamente toxico, tendo efeitos mutagénicos,
nefrotoxicos e carcinogénicos. Concentracdes elevadas de ferro no organismo
ocasionam a hemocratos (doentes que se caracterizam por pigmentacdo amarelada
na pele), lesdo pancreatica com diabetes, cirrose hepatica e incidéncia elevada de

carcinoma hepatico (Santana, 2008).

1.2.3.4.5. MAGNESIO

O papel fisiologico do magnésio € importante pois este intervém na
regulacdo da atividade de inUmeras reacfes enzimaticas. Intervém, igualmente, na
duplicacdo dos acidos nucleicos, na excitabilidade neural e na transmissédo de
influxo nervoso agindo sobre as trocas idnicas da membrana celular. A nivel do
sistema cardiovascular € um opositor do calcio.

Quando em excesso no organismo, 0 magnésio pode causar rubor facial,
hipotenséo, fraqueza muscular, nduseas, insuficiéncia respiratoria, boca seca e sede
crénica (Edlund et al., 2002).

1.2.3.4.6. MANGANES

O manganés é um metal essencial para os seres vivos, desempenhando
varias funcbes bioldgicas importantes. Estad presente nos fluidos celulares, sendo
essencial para o bom funcionamento de varias enzimas (Charana, 2008). Esta
associado a formacao do tecido conjuntivo e 0sseo, crescimento e reproducao e
metabolismo de lipidos e hidratos de carbono. As exposi¢cdes mais significativas
ocorrem através dos fumos e poeiras de manganés. O trato respiratorio é a principal
via de penetracao e absorcao deste metal.

E um metal moderadamente toxico e em excesso pode acumular-se no
figado e sistema central, podendo causar posteriormente sintomas caracteristicos da
Doenca de Parkinson (Santana, 2008).

1.2.3.4.7. NiQUEL

Pode funcionar como um co fator ou como componente estrutural de
enzimas. E essencial em baixas concentracbes mas toxico em elevadas

concentragcbes. Este metal pesado surge associado a dermatites, podendo ter um
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efeito cancerigeno (por ingestdo), embora os estudos epidemiolégicos em humanos

sejam ainda escassos (Catarino et al., 2007).

1.2.3.4.8. Sopio

Quase todos o0s produtos industrializados possuem quantidades
consideraveis de sodio, dado que este é utilizado para realcar o sabor dos alimentos
e também para os conservar.

O excesso de sédio tem colaborado e muito para aumentar os niveis de
pressao arterial, ndo sé em adultos, mas também em criancas e adolescentes. Além
do seu papel na hipertensdo, a ingestdo excessiva de sal estd associada a uma
maior excrecao urinéria de calcio (Mahan, 2005).

Doses excessivas de sodio provocam vomitos, doencas cardiacas,
problemas gastrointestinais e complicacbes em doentes renais (Charana, 2008).

Estudos relacionam a ingestdo de sal e a densidade mineral éssea,
sugerindo que a ingestdo elevada de sal pode ser um fator de risco para a

osteoporose (Mahan, 2005).

1.2.3.4.9. ZINCO

O zinco é um elemento metédlico de extrema importancia para as funcdes
biolégicas dos seres vivos desde que esteja dentro das concentracdes
recomendadas diariamente. Participa em reacfes que envolvem a sintese ou a
degradacdo de metabolitos, tais como: hidratos de carbono, lipidos, proteinas e
acidos nucleicos (Santana, 2008; Silva, 2006).

Altas concentracdes deste metal podem tornar-se perigosas para a saude
dos seres vivos.

O excesso de zinco no organismo também pode provocar distarbios no

sistema nervoso central (Santana, 2008).
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1.3. OBJETIVOS

Este trabalho foi desenvolvido na sequéncia de outro trabalho ja publicado,
no qual foram estudados os parametros quimicos e bioquimicos de seis clones de
azeitona (em dois estados de maturacao) e respetivos azeites (nos mesmos estados
de maturacéo).

Caracterizaram-se esses clones relativamente ao rendimento de producéo e
respetiva atividade antioxidante, pelo que neste trabalho se pretendeu efetuar a
determinacao do teor em metais relacionados com a qualidade e a seguranca destes
produtos, e estabelecer alguma relacéo entre todos os parametros.

De igual forma, pretendeu-se também verificar qual a contribuicdo de cada
um dos metais para os parametros anteriormente referidos, e verificar se o facto de
estes serem geneticamente diferentes também se traduz em diferente contetdo em
metais, uma vez que em termos de caracteristicas bioquimicas se verificam

diferencas.

-21 -



CAPITULO 2. PARTE EXPERIMENTAL




CAPITULO 2. Parte Experimental

2.1. AMOSTRAGEM

Os seis clones estudados foram escolhidos, tendo em conta um estudo
realizado durante dois anos consecutivos, no qual se utilizaram 24 clones da cultivar
Cobrancgosa, provenientes de um campo clonal situado em Mirandela, Portugal.

As azeitonas foram colhidas em dois estados de maturacdo: verde e
maduro. As amostras relativas ao estado verde foram colhidas em Outubro (14-10-
2012), e as amostras maduras em Novembro (8-11-2012).

Os clones foram catalogados segundo o seu rendimento de producdo pelos
produtores e caracterizados quanto a sua composicdo fendlica e atividade
antioxidante. As amostras de azeite foram preparadas na Unidade Nacional de
Investigacdo Agraria (INIAV.I.P), Elvas, Portugal. Foram usados 3Kg de azeitonas

frescas, para a producao de azeite, usando um sistema Abencor.
Nas tabelas 3 e 4, encontra-se a identificacdo de todas as amostras de

azeitona e de azeite, o seu estado de maturacdo, bem como a sua atividade

antioxidante e o seu rendimento de producéo (Sousa et al., 2014).

Tabela 3. Identificagdo das amostras de azeitona

Estado cie Amostras Clone At.ivic_iade RendimenEo de
Maturacéo Antioxidante Producéo
A 1163 Alta Alto
B 0172 Alta Baixo
2 C 1191 Alta Alto
2 D 2252 Baixa Baixo
E 2271 Baixa Alto
F 1023 Alta Baixo
G 1163 Alta Alto
H 0172 Alta Baixo
g | 1191 Alta Alto
§ J 2252 Baixa Baixo
L 2271 Baixa Alto
M 1023 Alta Baixo
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Tabela 4. Identificacdo das amostras de azeite

Estado Qe AMOStras Clone At_ivi(_jade RendimenEo de
Maturacao Antioxidante Producéo
1 1163 Alta Alto
2 0172 Alta Baixo
2 3 1191 Alta Alto
2 4 2252 Baixa Baixo
5 2271 Baixa Alto
6 1023 Alta Baixo
7 1163 Alta Alto
8 0172 Alta Baixo
g 9 1191 Alta Alto
§ 10 2252 Baixa Baixo
11 2271 Baixa Alto
12 1023 Alta Baixo

2.2. DETERMINACAO DE METAIS

Neste trabalho foi feita a pesquisa de varios metais, nas diferentes amostras

de azeites e azeitonas: célcio (Ca), ferro (Fe), magnésio (Mg), sédio (Na), cobalto
(Co), cobre (Cu), manganés (Mn), zinco (Zn), niquel (Ni), chumbo (Pb),cadmio (Cd),

aluminio total (Al) e arsénio (As).

Os métodos usados para a sua determinacao foram diferentes. Assim:

e O sodio foi analisado pelo método de Espectrofotometria de Emisséo

Atdmica, utilizando o equipamento Thermo Scientific ICE 3000;

e O célcio e magnésio, foram analisados pelo método de Espectrofotometria de

Absorcdo Atomica por Chama, utilizando o equipamento Thermo Scientific

ICE 3000;

e O aluminio, arsénio, cadmio, cobalto, cobre, ferro, manganés, niquel, chumbo

e zinco, foram analisados pelo método de Espectrofotometria de Absorcéo

Atomica em Camara de Grafite, utilizando o equipamento UNICAM 939 AA

Spectrometer with GF 90 Furmace.
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2.2.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

A espectrofotometria de absorcdo atémica (EAA), foi introduzida em 1995
por Walsh na Australia e por Alkemade e Milatz na Holanda e é nos dias de hoje um
método muito usado devido a sua simplicidade e custo relativamente baixo (Mustra,
2009).

As diferentes técnicas associadas a EAA, como a chama, a camara de
grafite, a geracao de hidretos e o vapor frio, permitem determinar quantitativamente,
com sensibilidade suficiente, mais de 60 elementos (elementos que possuam linhas
de absorcdo a um comprimento de onda facilmente acessivel (>190 nm), isto €,
todos os elementos metalicos da tabela periddica).

A sensibilidade destes métodos atinge tipicamente gamas de concentracao
na ordem dos ppm (partes por milhdo) até ppb (partes por bilido). Outras vantagens
sao a rapidez, a elevada seletividade e custos relativamente moderados.

Trata-se da técnica mais vulgarmente usada na determinacdo de metais e
metaloides. A sua aplicacdo € apropriada a determinacdes de rotina mesmo com

operadores relativamente pouco treinados (Moffat et al., 2004).

2.2.1.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORGCAO ATOMICA POR CHAMA

A absorcdo atdbmica por chama é um meio sensivel de determinacdo de
cerca de 70 elementos. A maior limitacdo prende-se com o facto de ser necessario
uma lampada diferente para cada elemento pois apenas é analisado um analito de
cada vez.

Permite detetar teores numa gama de concentracbes na ordem dos mg/L.
No entanto, quando queremos analisar teores vestigiais, na ordem dos pg/L é
necessdaria uma técnica mais sensivel. As analises quantitativas sdo baseadas em
calibragbes com padrdes externos.

Em condi¢Bes normais, o erro relativo associado a uma analise por absorgéo

atoOmica por chama € na ordem de 1 a 2% (Gongalves, 2001).
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2.2.1.2. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM CAMARA DE

GRAFITE

Neste método a amostra vai ser aplicada a partir de uma micropipeta através
do orificio de injecdo no centro do tubo de grafite. A atomizacdo decorre
rapidamente (1-2 seg.) devido ao aquecimento eletrotérmico do tubo de grafite. O
feixe luminoso do comprimento de onda adequado passa ao longo do eixo do tubo
de grafite. Os atomos do elemento a determinar sdo confinados ao tubo de grafite
por um intervalo de tempo relativamente longo, o que torna a técnica muito sensivel.

Esta técnica deteta valores vestigiais, na ordem dos pg/L (Ribeiro, 2005).

2.2.3. ESPECTROFOTOMETRIA DE EMISSAO ATOMICA

Este método determina numa maneira qualitativa e quantitativa, a
concentracdo do analito através da medicdo das emissdes oOticas de atomos
excitados.

As amostras sao primeiro convertidas em gas e, em seguida, excitadas pelo
fogo, descargas elétricas, laser ou fonte de plasma, em funcdo de critérios
operacionais e de medicao pretendidos.

Quando os atomos excitados do gas retornam a um estado relaxado, a
energia € libertada na forma de luz que pode ser separada em linhas espectrais
caracteristicas por um monocromador.

Para a determinacdo dos elementos contidos na amostra, € medida a
presenca e intensidade dessa luz dispersa. Esta capacidade de medir
simultaneamente varios elementos é uma das principais vantagens da
espectrofotometria de emissdo atomica em relacdo a espectrofotometria de

absorcao atomica (Brian M. Tissue, 1996).
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2.2.4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Foram pesadas cerca de 0,5g de cada amostra em triplicado, para tubos de
ensaio. Seguidamente foram adicionados a cada amostra 5ml de HNO3 e 2,5ml de
H.O,. Esta solucéo foi deixada a repousar durante 24h a temperatura ambiente com
um berlinde a tapar o orificio do tubo, para que a amostra ndo evaporasse.

Ligou-se o digestor e s6 quando este atingiu uma temperatura de 80°C,
foram colocados os tubos, onde permaneceram durante uma hora. Posteriormente a
temperatura foi subida para 100°C (temperatura em que comecam a aparecer 0s
fumos castanhos de NO), 120°C, 130°C, 145°C onde as amostras permaneceram
durante 2 horas em cada um destas temperaturas.

Em seguida, elevou-se a temperatura para 155°C onde permaneceram até
clarificar, significando que ja ndo havia matéria organica, podendo-se retirar os
berlindes para que as amostras pudessem secar. Por fim, foram adicionados 10ml|
da solugéo matriz de HNO3 (1,5ml para 1000ml) e homogeneizou-se.

Para algumas das solucbes de amostras, foi necessario proceder a
diluicdes, para poderem ser feitas as leituras dos respetivos metais. Todas as
leituras foram efetuadas em triplicado e para a analise de cada um dos metais foi
necessario tracar a respetiva reta de calibracdo com o metal correspondente.

Nas tabelas 5 e 6 encontram-se as massas das amostras obtidas.

Tabela 5. Massa das amostras de azeitona

Pesagem de Réplicas em g

Amostras 1 2 3
A 0,561 0,552 0,549
B 0,493 0,504 0,518
C 0,563 0,550 0,541
D 0,501 0,527 0,520
. E 0,522 0,509 0,492
_é F 0,491 0,501 0,526
ﬁ G 0,502 0,546 0,503
H 0,511 0,510 0,523
I 0,490 0,501 0,490
J 0,508 0,507 0,492
L 0,493 0,521 0,541
M 0,493 0,492 0,521
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Tabela 6. Massa das amostras de azeite

Pesagem de Réplicas em g

Amostras A B C
1 0,511 0,501 0,502
2 0,510 0,509 0,503
3 0,519 0,504 0,501
4 0,501 0,501 0,500
5 0,514 0,502 0,502
% 6 0,512 0,521 0,504
< 7 0,509 0,503 0,509
8 0,508 0,509 0,502
9 0,501 0,518 0,519
10 0,510 0,510 0,518
11 0,508 0,512 0,511
12 0,507 0,513 0,502

2.3. ANALISE ESTATISTICA

2.3.1. ANALISE DE VARIANCIA

Com o objetivo de se perceber se os resultados obtidos sdo estatisticamente
diferentes, foi efetuada uma analise estatistica. O teste de Tukey HSD foi utilizado
com P <0,05.

O teste de Tukey é um teste estatistico para encontrar os resultados que sao
diferentes dos outros representativamente e consiste num Unico processo de varias
etapas para comparacao, juntamente com uma analise de variancia (ANOVA). O
teste identifica, onde a diferenca entre os dois valores € melhor do que o padrédo de
erro, que poderia ser esperado. Para a andlise estatistica foi utilizado o software
estatistico SPSS do IBM Statistics, verséo 21.

2.3.2. ANALISE DISCRIMINANTE

De forma a encontrar, e estudar, possiveis correlacdes entre o contedo nos

diferentes metais, e propriedades anteriormente estudadas nos azeites - atividade
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antioxidante, rendimento de producdo, e estado de maturacdo - recorreu-se ao
meétodo da Regressdo Parcial em Minimos Quadrados (PLS, do inglés “Partial Least
Squares regression”).

Através desta metodologia foram realizadas diversas analises, tendo sido
correlacionada, em cada uma delas, uma propriedade conhecida das amostras
(variavel dependente) com o conteddo nos diferentes metais (variaveis
independentes) das mesmas. Este tipo de metodologia permite ndo so diferenciar as
amostras, relativamente a uma propriedade especifica, mas também aferir a
preponderancia de cada um dos metais analisados para esta diferenciagéo,
correlacionando assim o conteddo em cada um dos metais com a mesma.
Adicionalmente foram levadas a cabo analises classificatorias através de
dendograma, produzido com as distancias eucledianas entre cada grupo, sendo
consideradas como diferenciados os grupos com uma distancia euclidiana maior ou
igual a 0,4 entre si.

Todas as andlises mencionadas foram levadas a cabo com recurso ao

programa OriginPro, versdo 9.1, da OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA.
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3.1. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em consideracdo que as azeitonas estudadas sao material vivo,
provenientes de diferentes clones da mesma cultivar Cobrancosa, a
variabilidade entre as amostras é grande, o que pode aumentar a probabilidade
de erro associada as determinacdes.

Aquando da preparagdo da amostra, a quantidade pesada foi de
azeitonas provenientes da mesma arvore mas no entanto diferentes azeitonas
e, portanto, com caracteristicas e graus de maturacdo distintos e uma vez que
sabemos que a sua composi¢cao quimica varia em funcdo de um conjunto de
fatores, assim sera de esperar que os valores obtidos sejam significativamente
superiores e dai que se tolere um coeficiente de variacao até cerca de 20 %.

Além do anteriormente referido, ha ainda que ter em consideracédo que
podem ter sido analisadas partes diferentes da azeitona (ao homogeneizar
cada uma das amostras, podera ndo ter sido aproveitado para todas elas
partes iguais da azeitona, e sabendo que as quantidades de metais na pelicula
e polpa podem ser distintas), podem os resultados ser influenciados por este
facto.

Para cada uma das amostras produzidas de acordo com cada um dos
diferentes clones, foi avaliado o teor em aluminio, arsénio, cadmio, chumbo,
calcio, cobalto, cobre, ferro, magnésio, manganés, sédio, niquel, e zinco, tendo
todos os metais sido identificados e quantificados em todas as amostras, a
excecdo do cobalto que nédo foi detetado em nenhuma das amostras, quer de
azeitonas quer de azeites, e do cadmio que nao foi detetado numa das
amostras de azeites.

Enquanto que na literatura estd bem documentado que o teor e a
composi¢ao da fragdo fendlica das azeitonas e azeites depende da cultivar, das
condic¢des climatéricas durante o amadurecimento e do grau de maturagéo, ja
no que se refere ao conteldo em metais para este alimento ndo ha muitos
dados reportados na literatura que possam suportar este trabalho (Lopez et al.,
2000).
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3.2. METAIS DE SEGURANCA E METAIS DE QUALIDADE

A composi¢cao em metais das amostras dos seis clones de azeitona e
azeite nos dois estados de maturacdo serdo analisados em separado de
acordo com a seguranca (aluminio, arsénio, cadmio e chumbo) e a qualidade
(célcio, cobalto, cobre, ferro, magnésio, manganés, sédio, niquel e zinco).

Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas 7 e 8.
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3.2.1. METAIS DE SEGURANCA

Dos diferentes metais pesados difundidos no ambiente, o cadmio, o
chumbo, o arsénio e o aluminio, sdo os apontados como metais com maior
risco para a seguranca alimentar (Lopes, 2009; Veiga et al., 2009), motivo pelo

qual foi efetuada esta analise.

3.2.1.1. ALUMINIO

Podemos verificar que dentro deste grupo de metais, o que esta
presente em maior quantidade é o aluminio, com quantidades que variam entre
16,47 £+ 4,64 e 77,17 £ 2,19 pg/g para as amostras de azeitonas e entre 103,37
+ 8,65 e 158,62 £ 7,22 ug/g para as amostras de azeites.

Apesar de ndo haver dados na literatura que suportem 0S N0OSS0S
resultados, existe uma referéncia bibliogréfica relativa ao contetdo de aluminio
em azeites, na qual séo referidos teores entre 19,56 e 70,10 pg/g (Lopez et al.,
2000) podendo desta forma ser inferido que os valores por nés obtidos estédo
elevados. Isto pode dever-se ao facto de o aluminio ser o metal pesado mais
comum da crosta terrestre. A presenca deste nos alimentos deve-se a varios
motivos, ndo sO ao facto de ser um mineral presente naturalmente no meio
ambiente, como também por entrar em contacto direto com alimentos através
de utensilios ou embalagens (Reilly, 2002).

No caso concreto deste trabalho, o resultado obtido pode estar
associado ao método manual utilizado na producéo dos azeites (Jamali et al.,
2008).

Ao comparar estatisticamente os valores de aluminio determinados,
verificou-se que as amostras de azeitonas, de uma maneira geral ndo séo
semelhantes, verificando-se no entanto algumas amostras que nao apresentam
diferencas significativas, nomeadamente as amostras E, G e H e as amostras B
e C, como podemos verificar na figura 4. Quando analisado este resultado,
podemos verificar que ndo ha qualquer correspondéncia entre o teor de
aluminio das amostras de azeitona e o seu rendimento de produgéo, respetiva
atividade antioxidante, e estado de maturacéo. Isto porque, amostras com

teores estatisticamente semelhantes em termos de teor em aluminio sdo
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simultaneamente amostras quer no estado verde quer no estado maduro, com

alto e baixo rendimento de producao, e com alta e baixa atividade antioxidante.

Aluminio
M Verde M Maduro ki Verde H Maduro
200 200
a2 a 3 a
ab ab ab a ab
150 150 L I ?l PR c
Y b
100 100 -+ —
a a ab
50 -
o L]
A B CDE F GH I J L M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Amostras de Azeitona Amostras de Azeite

Figura 4. Concentragdo de Al (ug/g) em amostras de azeitonas e azeites.

Letras diferentes indicam que as amostras séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).

No caso das amostras de azeite, verifica-se que existe uma
correspondéncia entre o teor de aluminio e o estado de maturacdo, uma vez
que, de uma maneira geral, amostras no estado verde e no estado maduro néo
apresentam diferencas significativas entre si, ndo sendo no entanto diferentes
das restantes amostras, excetuando a amostra 10.

No caso da amostra 11, sendo esta correspondente ao Unico clone de
baixa atividade antioxidante e alto rendimento, podemos verificar que nao é
influenciada pelo seu estado de maturacdo, uma vez que, ndo apresenta
diferencas significativas em relagdo a amostra 5, sendo esta relativa ao mesmo
clone no estado verde.

Relativamente a amostra 10, representa o Unico clone quer com baixa
atividade antioxidante quer com baixo rendimento de produc¢éo, podendo ser a

razao de no estado maduro, ser diferente das restantes amostras.

Em termos quantitativos, a seguir ao aluminio, encontra-se o chumbo e
0 arsénio, estando o cadmio presente em menores quantidades.
A portaria n°® 246/2000, de 4 de Maio, define as caracteristicas do

azeite e do Oleo de bagago de azeitona destinados ao consumidor final, em que
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o chumbo, o arsénio e o cadmio sao apresentados como contaminantes, cuja

concentragdo maxima admitida € de 0,1 mg/Kg.

3.2.1.2. CHuUMBO

Assim sendo, relativamente as amostras de azeites, os valores obtidos
para estdo compreendidos entre 0,54 = 0,05 e 1,41 + 0,15 pg/g. Podemos
entdo concluir que se encontram superiores ao limite legal permitido (0,1
mg/Kg). Elevados niveis de chumbo podem estar relacionados com varias
fatores, tais como: solo, tratamento e equipamento de moagem.

Os valores obtidos nas azeitonas para o Chumbo variam entre 0,39 *
0,16 e 0,89 + 0,63 pg/g. Foi encontrada uma referéncia bibliogréfica que define
que o limite legal de chumbo em azeitonas é 1mg/Kg (Codex Alimentarius,
1987). Comparando com esta referéncia podemos concluir que os valores
obtidos estéo dentro do limite.

Comparando com estudo feito por Sahan et al., (2006), (0,56 — 0,91
mg/Kg), podemos também verificar que 0s nossos resultados sdo semelhantes.

Ao comparar as amostras de azeitonas, verificou-se que o teor de
chumbo n&o é influenciado pelo seu rendimento de producdo, respetiva
atividade antioxidante, nem pelo seu estado de maturacdo, uma vez que, todas
as amostras sao estatisticamente semelhantes entre si, como podemos
verificar na figura 5.

Chumbo
M Verde H Maduro Verde M Maduro

A B CDEFGH I J L M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Amostras de Azeitona Amostras de Azeite

Figura 5. Concentragcédo de Pb (ug/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).
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Ou seja, amostras com teores de chumbo que n&o apresentem
diferencas significativas sdo simultaneamente amostras quer no estado verde
qguer no estado maduro, com alto e baixo rendimento de producéo, e com alta e
baixa atividade antioxidante.

Relativamente as amostras de azeite, verifica-se que no estado verde
as amostras ndo apresentam diferencas significativas entre si. No entanto n&o
h& qualquer correspondéncia entre o teor de chumbo e o estado de maturacéo,
uma vez que as amostras 9 e 10, ndo apresentam diferencas significativas as
do estado verde e encontram-se no estado maduro. As amostras 11 e 12,
apesar de nao apresentarem diferencas significativas, nada tém em comum a
nao ser o estado de maturagéo.

Podemos também verificar que, ndo ha qualquer correspondéncia entre
o teor de chumbo das amostras de azeite e 0 seu rendimento de producéo e
respetiva atividade antioxidante. Isto porque, amostras com teores
estatisticamente semelhantes em termos de teor em chumbo s&o
simultaneamente amostras quer com alto e baixo rendimento de producao quer

com alta e baixa atividade antioxidante.

3.2.1.3. ARSENIO

Relativamente as amostras de azeite, determinaram-se teores de
arsénio compreendidos entre 0,42 + 0,04 e 0,66 + 0,05 pug/g. Podemos entéo
concluir que, comparando com o limite legal permitido (0,1 mg/Kg), se
encontram superiores.

Quanto as amostras de azeitonas, os valores obtidos variam entre 0,09
+ 0,04 e 0,23 + 0,01 pg/g, ndo tendo sido encontrados no entanto, nenhuns
dados na literatura que nos possam estabelecer um termo de comparagéo.

Ao comparar estatisticamente os valores de arsénio determinados,
verificou-se que as amostras de azeitonas, de uma maneira geral ndo sao
semelhantes, verificando-se no entanto algumas amostras que nao apresentam
diferencas significativas, nomeadamente as amostras A, G, H, | e L e as

amostras B, C, D, F, J e M, como podemos verificar na figura 6.
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Arsénio
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Figura 6. Concentragcdo de As (1g/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).

Quando analisado este resultado, podemos verificar que ndo héa
qualquer correspondéncia entre o teor de arsénio das amostras de azeitona e o
seu estado de maturacdo, uma vez que, no caso das amostras Ae G,DeJeF
e M, estas ndo apresentam diferencas significativas, sendo relativas ao mesmo
clone (em diferentes estados de maturagéo), logo com o mesmo rendimento de
producdo e a mesma atividade oxidante.

No caso da amostra E, apresenta uma diferenca significativa da
amostra A, podendo dever-se ao facto de ser a Unica de no estado verde,
apresentar um baixo rendimento de producdo e uma elevada atividade
antioxidante.

Ao comparar as amostras de azeite, verificou-se que o teor de arsénio
nao € influenciado pelo seu rendimento de producdo, respetiva atividade
antioxidante, nem pelo seu estado de maturacdo, uma vez que, todas as
amostras nao apresentam diferencas significativas entre si.

Ou seja, amostras que nao apresentam teores em arsénio
estatisticamente diferentes, sdo simultaneamente amostras quer no estado
verde quer no estado maduro, com alto e baixo rendimento de producgao, e com

alta e baixa atividade antioxidante.
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3.2.1.4. CApm™mIO

Os valores de cadmio obtidos nas amostras de azeite, variam entre ndo
detetavel e 0,08 + 0,01 pg/g. Comparando com varios estudo efetuados em que
foram encontrados valores de 0,0028 + 0,0001 pg/g (Pehlivan et al., 2008),
0,05 pg/g (Cindric et al., 2007) e 0,00008 — 0,000366 + 19,7 pg/g (Benincasa et
al., 2007), podemos verificar que 0S nossos valores se encontram em
concordancia.

Analisando os resultados para as amostras de azeitonas, verifica-se
que os niveis de Cadmio sao baixos, encontram-se a variar entre 0,01 + 0,00 e
0,03 £ 0,01 pg/g. Estes valores sdo muito inferiores com os valores obtidos no
Egipto (3,2 — 8,1 mg/Kg), mas apenas ligeiramente inferiores com os obtidos na
Grécia (0,06 mg/Kg) (Madejan et al.,, 2006; Ziena et al., 1997). Quando
comparados com o estudo feito por Sahan et al. (2006), (0,08 — 0,16 mg/Kg)
verifica-se também, que nas nossas amostras, o teor de cadmio € menor.

Ao comparar estatisticamente os valores de cadmio determinados, nas
amostras de azeitonas, podemos verificar que, ndo ha qualquer
correspondéncia entre o teor de cadmio e o seu estado de maturacédo, uma vez
que, no caso das amostras E e L, e F e M, estas ndo apresentam valores
significativamente diferentes, sendo relativas ao mesmo clone, logo com o
mesmo rendimento de producédo e a mesma atividade oxidante, mas estado de

maturacao diferente, como podemos verificar na figura 7.
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Figura 7. Concentracdo de Cd (ug/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).
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As amostras A, B, F, | e M ndo sao estatisticamente diferentes quanto
ao teor em cadmio, podendo este facto estar associado a sua atividade
antioxidante, ou seja, todas estas amostras tém em comum uma elevada
atividade antioxidante, apesar de apresentarem estados de maturacdo e
rendimento de producéo diferentes.

No caso da amostra D, esta apresenta diferencas significativas da
maior parte das amostras, podendo dever-se ao facto de ser a Unica de, no
estado verde, apresentar um baixo rendimento de producdo e uma baixa
atividade antioxidante.

Ao comparar estatisticamente os valores de cadmio determinados, para
as amostras de azeite, verificou-se que, de uma maneira geral apresentam
diferencas significativas, verificando-se no entanto algumas amostras que néo
apresentam diferencas, nomeadamente as amostras 4, 5 e 8 e as amostras 10
e 12. Quando analisado este resultado, podemos verificar que ndo ha qualquer
correspondéncia entre o teor de caddmio das amostras de azeite e 0 seu
rendimento de producdo, respetiva atividade antioxidante e estado de
maturacado. Isto porque, amostras com teores estatisticamente semelhantes em
termos de teor em cadmio sdo simultaneamente amostras quer no estado
verde quer no estado maduro, quer com alto e baixo rendimento de producéo e
com alta e baixa atividade antioxidante.

No entanto, as amostras 10 e 12 ndo apresentam diferencas
significativas e partilham o mesmo estado de maturacédo e um baixo rendimento
de producdo. No entanto, ndo se pode efetuar uma correlacdo uma vez que, a
amostra 8 também tem um baixo rendimento e 0 mesmo estado de maturacéo

e é estatisticamente diferente.

3.2.2. METAIS DE QUALIDADE

3.2.2.1. FERRO

Relativamente aos metais de qualidade, aguele que esta presente em
maior quantidade é o ferro, com teores a variar entre os 16,15 + 1,67 e 33,08 +
4,20 pg/g para as amostras de azeitonas e 17,91 + 1,84 e 43,49 + 1,50 ug/g

para as amostras de azeite.
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Segundo um estudo efetuado em azeites (Zeiner et al., 2005), foi
determinado um teor de ferro compreendido entre 13,10 e 18,46 pg/g. Em
comparacao com estes valores, verifica-se que os valores por nés obtidos se
encontram superiores, uma vez que nas amostras de azeites 7, 8 e 12 foi
verificado um teor de ferro superior ao das restantes amostras. Por outro lado,
0S nossos resultados, quando comparados com os obtidos por Llorent-Martinez
et al. (2011b) (120 pg/g) e por Mendil et al. (2009) (139 pg/g), verificam-se que
sao inferiores. Mais uma vez esta discrepancia pode estar relacionada com a
metodologia utilizada na producdo dos azeites. Além disso, no nosso estudo
estamos a analisar azeites monovarietais (todos da mesma cultivar, mas com
caracteristicas genéticas distintas, e os estudos apresentados na literatura
nada referem relativamente ao tipo de azeite em estudo).

O ferro esta presente nos azeites como resultado de contaminacées ao
longo do processamento e armazenamento (Mendil et al., 2009; Zeiner et al.,
2010).

Vérios estudos foram feitos para determinar os niveis de ferro nas
azeitonas. Os nossos resultados (16,15 + 1,67 e 33,08 + 4,20 ug/g) séo
semelhantes aos obtidos por Sahan et al. (2006) (4,45 — 48,58 mg/Kg), mas
ligeiramente superiores aos obtidos por Vavoulidou et al. (2004) (26 — 31
mg/Kg). De acordo com os resultados de outros estudos, a maturagdo, a
variedade de azeitona e as condi¢cdes de producgéo influenciam os valores de
ferro nas azeitonas (Madejan et al., 2006; Nergiz & Engez, 2000; Ziena et al.,
1997).

Ao comparar estatisticamente os valores de ferro nas amostras de
azeitonas podemos verificar que, de uma maneira geral as amostras néo
apresentam diferencas significativas entre si, & excecdo das amostras A, C, e
H, como podemos verificar na figura 8.

Relativamente as amostras D e J, E e L e F e M, podemos concluir que
o teor de ferro nada tem a ver com o estado de maturacdo, uma vez que, as
amostras nao apresentam diferencas estatisticamente e pertencem ao mesmo
clone, ou seja, com iguais rendimentos de produc¢ao e atividades antioxidantes,

mas com estados de maturacao diferentes.
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Figura 8. Concentragdo de Fe (1g/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).

As amostras C e H, apesar de nao apresentarem diferencas
significativas, apresentam estados de maturacdo e rendimento diferentes, no
entanto, apresentam elevada atividade antioxidante, mas ndo ha qualquer
correspondéncia, isto porque, amostras com teores estatisticamente
semelhantes em termos de ferro sdo simultaneamente amostras quer no
estado verde quer no estado maduro, com alto e baixo rendimento de producédo
e com alta e baixa atividade antioxidante.

Relativamente as amostras de azeite, verifica-se que no estado verde
as amostras ndo séo estatisticamente diferentes entre si. Poderia desta forma,
verificar-se uma correspondéncia entre o teor de ferro nas amostras de azeite e
o estado de maturacdo, mas no estado maduro as amostras também
apresentam diferencas estatisticas.

As amostras 7 e 8, apesar de ndo serem estatisticamente diferentes,
apresentarem o mesmo estado de maturagcdo e uma atividade antioxidante
elevada, ndo apresentam uma correlacdo uma vez que a amostras 9 e 12
também partilham das mesmas caracteristicas e apresentam diferencas
significativas.

Podemos entéo verificar que ndo ha qualquer correspondéncia entre o
teor de ferro das amostras de azeite e 0 seu rendimento de producéo, respetiva

atividade antioxidante e estado de maturacao.

43



CAPITULO 3. Resultados e Discussao

Seguidamente, 0s metais que estdo presentes em maior quantidade

nas amostras sdo o Manganés e o Niquel.

3.2.2.2. MANGANES

O Manganés apresenta valores compreendidos entre 2,08 + 0,30 e
3,50 + 0,35 pg/g para as amostras de azeitonas e 2,70 + 0,35 e 3,95 £+ 0,89
Hg/g para as amostras de azeites.

N&o foram encontradas quaisquer referéncias sobre o teor maximo de
Manganés permitido por lei. No entanto quando comparados os valores de
Manganés por nos obtidos para as amostras de azeites (2,70 + 0,35 e 3,95 *
0,89 pg/g), com os valores obtidos por Zeiner et al. (2010) (0,06 ug/g), e os
valores obtidos por Mendil et al. (2009) (0,04 ug/g) podemos verificar que 0s
Nossos valores se encontram muito superiores.

O processamento do azeite pode aumentar os niveis de manganés na
matéria-prima, mas a influéncia dos niveis de manganés no solo € mais
relevante (Roca et al., 2000).

Comparando estatisticamente os valores de manganés para as
azeitonas, verifica-se que de uma maneira geral as amostras ndo apresentam
diferencas significativas, a excecdo das amostras C, | e L que apresentam
diferencas significativas da amostra H, como podemos verificar na figura 9.

Podemos verificar que ndo existe qualquer correspondéncia entre o
teor de manganés e o seu rendimento de producdo, respetiva atividade
antioxidante e estado de maturacdo, isto porque, amostras com teores de
manganés que nao sdo estatisticamente diferentes, sdo simultaneamente
amostras quer no estado verde quer no estado maduro, com alto e baixo
rendimento de producéo e com alta e baixa atividade antioxidante.

Ao comparar as amostras de azeite, verificou-se que o teor de
manganés nao € influenciado pelo seu rendimento de producéo, respetiva
atividade antioxidante, nem pelo seu estado de maturacdo, uma vez que, todas

as amostras sao estatisticamente semelhantes entre si.
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Manganés
M Verde M Maduro ki Verde H Maduro
6 6
5 5
4 4
3 3
2 2
1 1
0 0

A B CDEF GH I J L M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Amostras de Azeitona Amostras de Azeite

Figura 9. Concentragdo de Mn (ug/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).

3.2.2.3. NIQUEL

N&o foram encontradas quaisquer referéncias sobre o teor maximo de
Niquel permitido por lei. No entanto, comparando os valores por nds obtidos
nas amostras de azeites (1,12 + 0,08 — 2,89 + 0,54 pg/g) com um estudo
efetuado por Zeiner et al. (2005), em que o0s valores observados estédo
compreendidos entre 0,07 e 2,26 ug/g, podemos concluir que 0S NOSS0S
valores se encontram em concordancia.

No caso das azeitonas, os niveis de Niquel por nés determinados
encontram-se entre 0,72 £ 0,11 e 4,41 = 0,19 ug/g, verificando-se assim que
sao ligeiramente superiores comparando com o estudo realizado por Madejan
et al. (2006), em que os valores encontrados variam entre 1 e 3 mg/Kg. Esta
diferenca pode ser explicada pelas diferencas de composicdo do ar e do solo
(Konarski et al., 2006; Recatala et al., 2006; Tasdemir et al., 2006).

Comparando estatisticamente os valores de niquel para as azeitonas,
verifica-se que de uma maneira geral as amostras ndo apresentam diferencas
significativas, principalmente no estado de maturacdo maduro, como podemos

verificar na figura 10.
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Figura 10. Concentracéo de Ni (Lg/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).

Poderia dizer-se que existiria uma correspondéncia entre o teor de
niquel nas azeitonas e o estado de maturagdo, ndo fossem as amostras D e F,
gue apresentam um estado de maturacdo verde, e ndo apresentam diferencas
significativas as do estado maduro.

Podemos verificar que as amostras B e C ndo apresentam diferencas
significativas, apresentam o mesmo estado de maturagdo e uma elevada
atividade antioxidante. No entanto as amostras A e F apresentam as mesmas
condicBes e sao estatisticamente diferentes.

Verifica-se também que as amostras E e L apresentam diferencas
significativas entre elas, bem com as outras amostras. Isto pode dever-se ao
clone em si, uma vez que sdo do mesmo clone, apresentando apenas estados
de maturacédo diferentes, sendo este o Unico clone a apresentar uma baixa
atividade antioxidante e um elevado rendimento de producéao.

Podemos, no entanto, de uma maneira geral verificar que, nao existe
qualquer correspondéncia entre o teor de niquel e o seu rendimento de
producao, respetiva atividade antioxidante e estado de maturacao, isto porque,
amostras com teores de niquel, estatisticamente diferentes, sé&o
simultaneamente de amostras quer no estado verde quer no estado maduro,
com alto e baixo rendimento de producdo e com alta e baixa atividade

antioxidante.
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Ao comparar as amostras de azeite, verificou-se que as amostras sao
estatisticamente semelhantes, exceto a amostra B que apresenta uma
diferenca significativa de todas as outras. No entanto nao podemos estabelecer
uma correspondéncia, uma vez que, apresenta um estado de maturacéo verde,
uma elevada atividade antioxidante e um baixo rendimento de producdo. Assim
sendo a amostra F, ndo deveria apresentar uma diferenga significativa
relativamente a amostra B, uma vez que apresenta as mesmas condic¢des.

Podemos entdo concluir que o teor de niquel ndo é influenciado pelo
seu rendimento de producéo, respetiva atividade antioxidante, nem pelo seu

estado de maturacao.

Quanto aos restantes metais verifica-se que o Sédio, o Cobre, o Célcio,
o0 Magnésio e por fim 0 Zinco sdo 0s que estdo presentes em menores
guantidades, quer nas amostras de azeitonas quer nas de azeite.

N&o foram encontrados quaisquer limites legais para estes metais, quer

para azeitonas quer para azeites.

3.2.2.4. SODIO

Para as amostras de azeite foi determinado um teor de sodio a variar
entre 0,17 + 0,01 e 0,46 + 0,23 mg/g. Assim sendo, as nossas amostras de
azeite, contém teores de sodio mais elevados, quando comparados com outros
estudos realizados (0,02 mg/g (DTU-TCAD, 2001), 0,0527 — 0,0665 mg/g
(TCAF, 2008), 0,0087 + 0,008 mg/g (Mendil et al., 2009)).

Ao comparar estatisticamente os valores de sodio nas amostras de
azeitonas, verifica-se que ndo existem diferencas significativas entre todas as
amostras de azeitonas no estado verde. Apesar de existirem 2 amostras no
estado maduro que nao apresentam valores estatisticamente diferentes,
podemos concluir que, neste caso, o teor de sodio pode estar relacionado com
o estado de maturagéo, como se pode verificar na figura 11.

As amostras H e M, nao apresentam diferengcas significativas
relativamente as amostras de estado de maturacdo verde, apesar de serem
amostras com estado de maturagdo maduro. No entanto, pode existir uma

relacdo entre o teor de sbédio das amostras de azeitonas, a atividade
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antioxidante e o rendimento de producdo, uma vez que, estas duas amostras
sdo as Unicas que apresentam um estado de maturagdo maduro, uma elevada
atividade antioxidante e um baixo rendimento de producéao.

A amostra L € estatisticamente diferente das outras, podendo este
facto dever-se a ser a uUnica amostra no estado maduro, a apresentar uma

baixa atividade antioxidante e um elevado rendimento de producéao.
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Figura 11. Concentracdo de Na (mg/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).

Quanto as amostras de azeite, podemos concluir que, de uma maneira
geral as amostras ndo apresentam diferencas significativas, exceto as
amostras 3 e 5, que apresentam diferencas significativas entre si. Poderia
efetuar-se uma correspondéncia entre o estado de maturacdo e o rendimento
de producdo, uma vez que sdo amostras no estado verde e com elevado de
rendimento de producdo, ndo fosse a amostra A, apresentar as mesmas

condicoes e ser estatisticamente semelhante as restantes amostras.

3.2.2.5. COBRE

Relativamente ao Cobre, os valores obtidos para as amostras de
azeitonas foram de 0,05 + 0,01 pg/g enquanto nas amostras de azeites os

valores encontram-se entre 0,07 + 0,00 e 0,08 £ 0,01 ug/g.
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No caso dos azeites, os valores obtidos estdo de acordo com um
estudo efetuado (Zeiner et al., 2005), uma vez que os resultados obtidos por
eles se encontram entre 0,04 e 4,51 pg/g, estando desta forma os resultados
por ndés obtidos em concordancia. Os nossos resultados sdo também
semelhantes com os obtidos por Llorent-Martinez et al. (2011b) em azeite extra
virgem (inferior a 8 pg/g). Contudo, niveis mais elevados de cobre foram
reportados por Zeiner et al. (2010) para azeite virgem (0,16 pg/g), e por Mendil
et al. (2009) com conteudos de cobre de 0,71 pg/g.

As amostras analisadas ndo excederam o limite maximo de 0,1 mg/Kg
imposto (COI, 2006) para o azeite.

De todos os metais, o Cobre é o de maior importancia porque todos os
pesticidas e fungicidas contém na sua composicao cobre, e estes sao utilizados
para o tratamento das oliveiras. Para além disso, o Cobre é um metal de
transicdo que, mesmo em pequenas concentracdes, € um potente catalisador
oxidativo. Tendo em conta o alto conteido de lipidos nas azeitonas, 0s
residuos de Cu devem ser determinados, de maneira a controlar a sua
influéncia na qualidade do produto final (Soares et al., 2006).

Todas as amostras de azeitonas estudadas, apresentam um contetdo
em cobre inferior a 6 mg/Kg, limite recomendado pelo Turkish Local Food
Standards (TSE, 2003).

Ao comparar as amostras, quer de azeitonas quer de azeite, verificou-
se gue o teor de cobre néo é influenciado pelo seu rendimento de producéo,
respetiva atividade antioxidante, nem pelo seu estado de maturagdo, uma vez
gque, as amostras em estudo ndo apresentam diferencas significativas entre si,
como se pode verificar na figura 12.

Ou seja, amostras com teores em cobre que ndo sejam
estatisticamente significativas as diferencas, sao simultaneamente amostras
quer no estado verde quer no estado maduro, com alto e baixo rendimento de

producéo, e com alta e baixa atividade antioxidante.
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Figura 12. Concentragéo de Cu (ug/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).

3.2.2.6. CALcIO

Nas amostras de azeite, foram determinados teores de calcio que
variam entre 0,05 + 0,01 e 0,07 + 0,01mg/g. Comparando com varios estudos
efetuados, onde foram encontrados valores de 0,01 mg/g (DTU/TCAD, 2001),
0,0185mg/g (TCAF, 2008) e 0,0018 — 0,027 + 2,7 mg/g (Benincasa et al.,
2007), podemos concluir que os valores por nés obtidos se encontram
superiores. No entanto, comparando com os valores obtidos por Mendil et al.
(2009) 0,076 £ 0,0075 mg/g, podemos verificar que, neste caso, se encontram
em concordancia.

Ao comparar estatisticamente os resultados obtidos para o calcio, nas
amostras de azeitonas, verifica-se que as amostras A, B, C, G e M nao séo
significativamente diferentes entre si, assim como as amostras E, F, H, | e L,
como podemos verificar na figura 13.

Podemos verificar que ndo existe qualquer correspondéncia entre o
teor de célcio e o estado de maturacdo, uma vez que existem amostras sem
diferencas significativas, quer no estado verde, quer no estado maduro.

No entanto, pode existir uma relagdo entre o teor de célcio e a
atividade antioxidante, uma vez que, apesar de existirem outras amostras com
as mesmas caracteristicas e serem diferentes estatisticamente, as amostras A,

B, C, G e M tém todas em comum, uma elevada atividade antioxidante.
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As amostras D e J, apesar de apresentarem diferencas significativas,

diferenciam-se de todas as outras.

Isto pode ser devido ao facto de

pertencerem ao mesmo clone, e este clone ser 0 Unico a apresentar uma baixa

atividade antioxidante e um elevado rendimento de producéao.
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Amostras de Azeitona

J

L

i i1 i
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Figura 13. Concentragcédo de Ca (mg/g) em amostras de azeitona e azeite.

9 10 11 12

Letras diferentes indicam que as amostras séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de

Tukey HSD (P<0.005).

Analisando as amostras de azeite, podemos concluir que as amostras

nao apresentam diferencas significativas, exceto a amostra 2 com as amostras

7,9e11.

Podemos verificar uma relacdo entre o teor de célcio, o estado de

maturacdo e o rendimento de producdo, uma vez que, as amostras 7, 9 e 11

nao apresentam diferencas significativas e sdo as Unicas no estado de

maturacdo maduro a apresentar um elevado rendimento de producdo. Todas

as restantes no estado maduro, apresentam um baixo rendimento de producéao,

ndo apresentando no entanto, diferencas significativas as do estado de

maturacdo verde. Assim sendo, todas as amostras no estado verde e no

estado de maturagdo maduro mas com baixo rendimento e ndo apresentam

diferencas significativas
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3.2.2.7. MAGNESIO

Relativamente as amostras de azeite, foram encontrados valores de
magnésio a variar entre 0,02 + 0,00 e 0,04 + 0,01 mg/g. Valores estes que se
encontram significativamente elevados quando comparados com o0s valores
obtidos por Benincasa et al. (2007), Cindric et al. (2007) e por Mendil et al.
(2009). Isto pode dever-se ao facto de a composi¢cdo quimica dos fertilizantes,
uma vez que contém Fe, Mg, Mn e Zn em diferentes proporgdes.

Ao comparar as amostras de azeitonas verificou-se que, o teor de
magnésio nao € influenciado pelo seu rendimento de producdo, respetiva
atividade antioxidante, nem pelo seu estado de maturagdo, uma vez que, todas

as amostras nao apresentam diferencas significativas, como se pode verificar

na figura 14.
Magnésio
M Verde H Maduro LI Verde H Maduro
a
0,15 3 0,15
0,1 - 0,1
4 Y 1 N . ab
0,05 0,05 2 a% apabab b ab ab ap i ii i
0 - 0 -
A B CDETFGH I J L M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Amostras de Azeitona Amostras de Azeite

Figura 14. Concentracdo de Mg (mg/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005).

Ou seja, amostras com teores de magnésio que nao sejam
estatisticamente diferentes entre si, sdo simultaneamente amostras quer no
estado verde quer no estado maduro, com alto e baixo rendimento de
producéo, e com alta e baixa atividade antioxidante.

Relativamente as amostras de azeite, podemos verificar que as
amostras nao apresentam diferencas significativas, excetuando as amostras 1

e 6 que apresentam diferencas significativas entre si. Isto poderia dever-se ao
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facto de, serem amostras no estado de maturacdo verde com alta atividade
antioxidante, mas esta relagdo ndo se pode fazer uma vez que, as amostras 2
e 3 apresentam as mesmas caracteristicas e ndo apresentam diferencas
significativas relativamente as restantes.

Podemos entdo verificar que, ndo existe qualquer correspondéncia
entre o teor de magnésio e o seu rendimento de producao, respetiva aticidade
antioxidante e estado de maturagdo, isto porque, amostras com teores
estatisticamente semelhantes em termos de magnésio sdo simultaneamente
amostras quer no estado verde quer no estado maduro, com alto e baixo

rendimento de producédo e com alta e baixa atividade antioxidante.

3.2.2.8. ZINCO

Os niveis de Zinco analisados nas azeitonas variam entre 0,03 £ 0,01 e
0,05 + 0,02 pg/g. Um estudo efetuado por Sahan et al. (2006), determinou
valores de zinco a variar entre 4,25 e 14,30 mg/Kg, encontrando-se estes
valores muito superiores, quando comparados com o0s valores por nos obtidos.

Esta grande diferenca pode dever-se a matéria-prima (variedade,
origem do fruto e periodo de maturacdo) e aos diferentes métodos de
processamento.

Relativamente as amostras de azeite, verificou-se um teor de zinco a
variar entre 0,04 + 0,01 e 0,06 + 0,01 ug/g. No entanto, verifica-se um teor de
zinco muito elevado quando comparado com outros estudos realizados (0,1E™
mg/g (TCAF, 2008); 0,0523E™ + 0,0029 mg/g (Pehlivan et al., 2008); 0,09E™
mg/g (Cindric et al., 2007); 0,1E® + 0,001 mg/g (Mendil et al., 2009)). Esta
diferenca pode dever-se aos fertilizantes que sédo usados na olivicultura. A dose
diaria recomendada de zinco é de 15 mg para os adultos masculinos e 12 mg
para os adultos femininos (Mendil & Tuzen, 2011), observando-se assim que 0s
resultados por nds obtidos estdo dentro dos limites. No entanto, sabe-se que a
dose diaria total recomendada de zinco tem de ser proveniente de varias fontes
e nao so do azeite.

Ao comparar os niveis de zinco das amostras, tanto de azeitonas como
de azeite, verificou-se que estas nédo apresentaram diferencas significativas,

como podemos verificar na figura 15.
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Zinco
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Figura 15. Concentracdo de Zn (ug/g) em amostras de azeitona e azeite.

Letras diferentes indicam que as amostras s@o estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey HSD (P<0.005)

Assim sendo, pode-se concluir que o teor de zinco n&o é influenciado
pelo seu rendimento de producéo, respetiva atividade antioxidante, nem pelo
seu estado de maturacdo, uma vez que, todas as amostras ndo apresentam
diferencas significativas entre si.

Ou seja, amostras com teores de zinco que néo apresentem diferencas
significativas, sdo simultaneamente amostras quer no estado verde quer no
estado maduro, com alto e baixo rendimento de producdo, e com alta e baixa

atividade antioxidante.

3.3. ANALISE MULTIVARIADA

Foi realizada a analise por PLS (Partial Least Squares) relativamente
ao estado de maturacdo dos azeites, o que permitiu discriminar 42,77% da
variancia das amostras, sendo que o fator 1 permitiu discriminar 21,40% sendo
o conteudo de Célcio e Ferro as variaveis com maior contribuicdo neste fator. O
fator 2 permitiu discriminar 21,37% sendo o conteudo de Magnésio e
Manganés as variaveis com maior contribuicdo. A projecdo relativa a esta

analise encontra-se na figura 16.
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A partir da analise em componentes principais juntamente com a
analise de clusters, foi possivel agrupar as nossas amostras em quatro grupos
distintos, sendo dois grupos constituido pelas amostras no estado de
maturacdo maduro, que diferem dos restantes de acordo com o fator 1. Os

outros dois grupos séo constituidos pelas amostras no estado de maturacao

verde.
Factor 2 (21.37 %)
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0.4 %10 1
X 0.2
3 8 3
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= 0.0
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o
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-0.6 0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

Variancia explicada (42.77 %)

Figura 16. Discriminacdo das amostras relativamente ao estado de maturagdo em funcdo do
conteddo em metais.

A analise por PLS (Partial Least Squares) relativamente a atividade
antioxidante dos azeites, foi realizada e permitiu discriminar 36,11% da
variancia das amostras, sendo que o fator 1 permitiu discriminar 20,86% sendo
o conteudo de Calcio, Niquel e Magnésio as variaveis com maior contribuicéo
neste fator. O fator 2 permitiu discriminar 15,25% sendo o contetdo de Arsénio,
Cadmio e Magnésio as variaveis com maior contribuicdo. A projecao relativa a
esta analise encontra-se na figura 17.
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A partir da analise em componentes principais juntamente com a
analise de clusters, foi possivel agrupar as nossas amostras em quatro grupos
distintos, sendo dois grupos constituidos pelas amostras com alta atividade
antioxidante, um grupo constituido pelo clone 5, e um grupo constituido por
amostras de baixa e alta atividade antioxidante.

Do lado positivo do fator 1 encontram-se amostras apenas com alta
atividade antioxidante. Do lado positivo do fator 2 encontram-se amostras com
baixa atividade antioxidante. Na parte negativa também se discriminaram
amostras com alta atividade antioxidante estando o clone 11, de baixa
atividade antioxidante, também nessa parte, encontrando-se assim fora da
tendéncia. Isto pode dever-se ao facto de o seu contetdo em Niquel ser similar

ao das amostras com elevada atividade antioxidante.

Factor 2 (15.25 %)

5 ) AA Baixa

0.6 @

v AAAlta
0.4

0.2

Factor 1 (20.86 %)

Varidncia explicada (36.11 %)

Figura 17. Discriminagcdo das amostras relativamente a atividade antioxidante em funcéo do
contetdo em metais.

A analise em componentes principais relativamente ao rendimento de
producdo foi realizada, e permitiu discriminar 37,19% da variancia das

amostras, sendo que o fator 1 permitiu discriminar 15,41% sendo o conteudo
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de Cobre e Zinco as variaveis com maior contribuicdo neste fator. O fator 2
permitiu discriminar 21,78% sendo o conteudo de Calcio e Magnésio as
variaveis com maior contribuicdo. A projecao relativa a esta andlise encontra-se
na figura 18.

A partir da analise por PLS (Partial Least Squares) juntamente com a
analise de clusters, foi possivel agrupar as nossas amostras em quatro grupos
distintos, sendo dois grupos constituido pelas amostras com alto rendimento de
producao, que diferem dos restantes de acordo com o fator 1. Os outros dois

grupos sao constituidos pelas amostras com baixo rendimento de producéo.
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Figura 18. Discriminacdo das amostras relativamente ao rendimento de produgcdo em funcdo
do conteldo em metais.
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4.1. CONCLUSOES

Tendo em consideragdo que as amostras analisadas neste trabalho se
caracterizam por terem diferencas genéticas, diferentes rendimentos de
producdo, diferentes estados de maturacdo e diferente teor em compostos
fendlicos (o que se traduz numa diferente atividade antioxidante), foi analisado
0 conteldo em metais de seguranca e qualidade com o intuito de verificar ou
nao, alguma correlacdo com os parametros anteriormente descritos.

Verificou-se que € possivel discriminar as amostras de azeites
analisadas de acordo com o estado de maturacao, sendo que o célcio, o ferro,
0 magnésio e 0 manganés sdo 0s metais que maioritariamente contribuiram
para essa discriminacao

Verificou-se que é possivel discriminar as amostras de azeites
analisadas de acordo com o estado de maturacao, sendo que o calcio, o ferro,
0 magnésio e 0 manganés sdo 0s metais que maioritariamente contribuiram
para essa discriminacao.

Verificou-se também que é possivel discriminar as amostras de azeites
analisadas de acordo com a atividade antioxidante, sendo o calcio, o niquel, o
magnésio, o arsénio e 0 cddmio 0s metais que maioritariamente contribuiram
para essa discriminacao.

Por fim, verificou-se também que é possivel discriminar as amostras de
azeites analisadas de acordo com o rendimento de produc¢éo, sendo o cobre, o
zinco, 0 magnésio e o calcio os metais que maioritariamente contribuiram para

essa discriminacéao.
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