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Efeito do tipo de vedante da garrafa vs. qualidade do azeite virgem
Luis Manuel Machado Brito Coutinho Dias

Resumo

Muitos tém sido os estudos efetuados sobre o impacto negativo que o oxigénio
exerce sobre o azeite, nomeadamente favorecendo a formacgdao e decomposicdo de
hidroperoéxidos, originando compostos volateis de baixo peso molecular, responsaveis
pelo surgimento de defeitos sensoriais como o rango. Estes estudos tém incidido,
sobretudo, no processo de extra¢do, na qualidade da matéria-prima e no tipo de
embalagem, mas ndo sobre o tipo de vedante mais adequado a utilizar na garrafa final.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo é avaliar o efeito da utilizacdo de
rolha de cortica natural, como sistema de fecho de garrafas de vidro, na qualidade do
azeite virgem ao longo do tempo de armazenamento. Este estudo relaciona dois
importantes clusters ibéricos - o azeite e a cortiga.

O presente estudo consistiu numa analise comparativa entre trés tipos de vedante:
capsula metalica, rolha de cortica natural e rolha de cortica bartop. Estudou-se a sua
influéncia na qualidade final de azeite virgem extra com Denominacdo de Origem
Protegida (DOP). O gargalo da garrafa com rolha de cortica natural foi, posteriormente,
coberto com cera de abelha. O azeite utilizado no estudo foi um lote de azeite virgem
extra DOP “Beira Interior” extraido das cultivares ‘Galega Vulgar’ e ‘Cobrangosa’ da
campanha de 2014/2015. O azeite foi engarrafado em garrafas de vidro escuro,
marasca de 500 ml, vedado com os sistemas referidos anteriormente e armazenado na
auséncia de luz e a uma temperatura controlada (222C). Os resultados apresentados
correspondem a 3 momentos de andlise (inicio, 5 meses e 10 meses de embalamento
nestas condigdes).

Foram utilizados para medicdo das alteracdes qualitativas do azeite os métodos
previstos na Regulamentacao Europeia (Reg (CEE) N2 2568/91 e posteriores
alteracdes), nomeadamente os que medem a oxidacdo (indice de perdxido e
absorvancias no UV), bem como a evolucao de parametros relacionados com o valor
nutricional e sensorial do azeite virgem.

Os parametros de oxidacdo do azeite (IP e absorvancias no UV) sdo
significativamente mais altos para os azeites vedados com capsula metalica.
Relativamente aos compostos fendlicos (fendis totais e tocoferédis) os resultados
mostram teores mais elevados para os azeites vedados com os dois tipos de rolhas de
cortica, o que leva a uma maior estabilidade oxidativa destes azeites.

Foi realizado um questionario on-line com o objetivo de avaliar a preferéncia do
consumidor relativamente ao tipo de vedante da garrafa de azeite. Este questionario
corresponde a uma amostra representativa de 300 inquiridos.

A maioria dos consumidores prefere os vedantes de corti¢a as capsulas metalicas,
revelando o interesse por materiais e solucdes mais naturais e sustentaveis.

Palavras chave
Armazenamento; azeite virgem, capsula metalica; rolha corti¢a; fendis.






Efect bottle seal type vs. virgin olive oil quality
Luis Manuel Machado Brito Coutinho Dias

Abstract

Many studies have been published about the negative impact that oxygen has on
olive oil, namely promoting the formation and degradation of hidroperoxydes,
originating volatile compounds of low molecular weight responsible for the
degradation of the sensory profile as is rancidity. These studies have focused mainly
on the extraction process, on the feedstock quality and on the type of conditioning
rather than on the most effective type of bottle seal to use.

This study purpose is to assess the effect of natural cork bottle seals as the closing
system of glass bottles in virgin olive oil quality over storage time. It connects two
important Iberian clusters - olive oil and cork - and matches the requests of the
producers to research.

The present study consisted of a comparative analysis between three types of bottle
seals: screw cap, natural cork stopper and bartop cork. Its' influence on the quality of
virgin olive oil with “Denominacao de Origem Protegida” DOP was the parameter
studied. The bottle neck from the ones with natural cork stopper was on a later stage
covered with bee wax. The olive oil studied was a blend of extra virgin olive oil DOP
“Beira Interior” from “Galega vulgar” and “Cobrangosa” cultivars from 2014/2015
harvest. The olive oil was bottled in dark glass bottles (500ml), sealed by the previously
stated methods and stored in absence of light and at a constant temperature of 222C.
The results presented pertain to three analysis periods (beginning, 5 months and 10
months of storage in said conditions).

The methods established by the European Regulation (REG (CEE) N2 2568/91 and
subsequent regulations) were used to measure the olive oil's qualitative changes,
namely regarding oxidation (peroxide value and UV absorbances) as well as the
evolution of some parameters related to both nutritional and sensorial properties of
virgin olive oil.

The olive oil oxidation parameters (IP and UV absorbances) are significantly higher
for olive oils bottled with screw cap. In what concerns phenol compounds (total
phenols and tocopherols) the results showed higher contents for the olive oils with
cork bottle closure, which leads to a better oxidative stability.

An on-line questionnaire was performed in order to evaluate olive oil consumer
preference for the bottle closure. This questionnaire was completed by a
representative sample of 300 responses.

The consumer preference is more positive when the bottle seal is a sustainable one,
like cork, than when screw cap is used.

Keywords
Storage; virgin olive oil; metallic capsule; cork stopper; phenols.
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Efeito do tipo de vedante da garrafa vs. qualidade do azeite virgem

1. Introducéo

O azeite virgem € obtido exclusivamente por métodos fisicos, a partir do fruto da
Olea europaea L., apresentando caracteristicas sensoriais e propriedades nutricionais
que fazem com que o seu consumo esteja a aumentar em todo o mundo (Manai et al.,
2008). E, por isso, considerado o principal constituinte e a maior fonte de gordura da
chamada “Dieta Mediterranea” e a sua importancia é reconhecida mundialmente na
alimentacao, agricultura e setores industriais (Campanella et al., 2008).

O azeite virgem é um produto natural que contém, na sua composi¢ao, compostos
antioxidantes. Sao estes antioxidantes naturais que, juntamente com uma composicao
rica em acido oleico (C18:1) e uma relagcdo apropriada entre acidos gordos saturados e
insaturados, se traduzem numa importante estabilidade oxidativa do azeite, que
influencia e prolonga o seu tempo de vida util quando ao abrigo de fatores oxidativos
como a luz, as temperaturas elevadas e o contato com o oxigénio (Farhoosh e Hoseini-
Yazdi, 2014; Gémez-Alonso et al., 2004), para além dum valor nutricional importante
(Farhoosh e Hoseini-Yazdi, 2014).

Dadas as propriedades benéficas para o Homem, considera-se o azeite um alimento
com propriedades funcionais (Buchgraber e Karaali, 2005).

No entanto, apesar da sua composi¢do rica em compostos antioxidantes, o azeite
revela suscetibilidade a oxidacao lipidica, fator responsavel pela perda das suas
propriedades nutricionais e organoléticas (Issaoui et al, 2011). No sentido de limitar a
ocorréncia de fendmenos oxidativos, fatores como a qualidade da matéria-prima, o
processo de extragdo, as condicoes de armazenamento e o tipo de embalagem sdo
importantes.

Neste estudo, em que se avalia o efeito, na qualidade do azeite virgem, da utilizacao
da rolha de corti¢a natural no fecho de garrafas de vidro justifica-se uma referéncia,
ainda que breve, ao sobreiro (Quercus suber L.), ao tecido vegetal que se extrai deste -
a cortica - e também a sua importancia ecoldgica e socioecondmica, em que a rolha de
cortica representa o produto mais valioso, constituindo o suporte de toda a industria
corticeira (Gil, 2006).

O sobreiro data da Era Terciaria e existe hd mais de 60 milhdes de anos, desde a
constituicio da grande bacia do Mediterraneo, periodo Oligoceno, estando ja
largamente representado na flora europeia deste periodo geolégico. E uma planta
dicotiledénea da ordem Fagales, da familia Fagaceae e do género Quercus. Das mais de
600 espécies de quercinias, a Quercus suber L. (nome cientifico do sobreiro) é a tinica
produtora de cortica (Oliveira e Oliveira, 2000).

De folha persistente, o sobreiro esta bem adaptado as condi¢des climaticas das
zonas mediterraneas e mediterraneas de influéncia atlantica (Peninsula Ibérica, Sul de
Franca, Italia e Norte de Africa) e é muito tolerante ao tipo de solo, com exce¢do para
os solos calcarios ou demasiado argilosos, suportando valores de pH entre 4,8 e 7,0.
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O sobreiro (Figura 1), arvore de crescimento lento e de longa duragdo, pode atingir
0s 250-350 anos de idade e produzir cortica até aos 150-250 anos (Fortes et al., 2004),
representando um importante valor econémico pelos muitos produtos que dele se
obtém (Oliveira e Oliveira, 2000). Determinante na luta contra a desertificacgao,
contribui de forma muito significativa para a manuteng¢do da biodiversidade (Fortes et
al., 2004).

A subericultura esta fortemente orientada para a producao de cortica por esta ser
uma matéria-prima com multiplas aplicacdes em setores tdo importantes como o dos
vinhos ou o da construgdo e é, precisamente, a cortica que coloca Portugal no primeiro
lugar em termos mundiais quer ao nivel da producao quer da industrializacao (Oliveira
e Oliveira, 2000).

Utilizada por egipcios, gregos e romanos em inimeros objetos e apetrechos, ja na
Grécia Antiga a cortica era empregue como vedante para vasilhas de vinho e, note-se,
também de azeite. Mas o grande incremento na utilizacao da cortica foi dado por volta
de 1680 pelo monge beneditino francés Dom Pierre Pérignon da regido de Champagne,
a quem se deve o processo de champanhizacdo, ao utilizar, com sucesso, a rolha de
cortica em vez do tampdo de madeira, tornando indispensavel o uso desta no
engarrafamento dos vinhos. A industrializacdo da cortica tem um enorme
desenvolvimento a partir do século XIX, aquando do inicio do uso da garrafa de vidro
em substituicao dos tradicionais barris na conservacao do vinho (Oliveira e Oliveira,
2000).

Os componentes estruturais da cortica sdo a suberina (principal componente das
paredes celulares da cortica), a lenhina (segundo componente estrutural mais
importante das paredes celulares da cortica) e os polissacaridos celulose e
hemiceluloses; os componentes nao-estruturais classificam-se em extrativos
(componentes organicos nao-estruturais das paredes celulares - ceras e taninos) e em
componentes inorganicos (cinzas) (Pereira, 1988). As propriedades especificas da
cortica resultam quer da sua composicdo quimica, bastante diferente da de outros
tecidos vegetais quer da estrutura, i.e, da forma como os &tomos e as moléculas estao
distribuidos e se ligam entre si. A cortica tem uma estrutura celular que a inclui na
classe dos chamados materiais celulares, naturais, e as suas células sdo bioldgicas,
poliédricas e de dimensdes micrométricas (Gibson et al, 1981). Sao a
impermeabilidade a liquidos e gases, a inocuidade e a elasticidade ou resiliéncia que
permitem a compressibilidade e recuperacao (Anjos et al,, 2008; Anjos et al., 2014),
propriedades fundamentais no engarrafamento, que tornam tdo interessante como
vedante este material suberoso (Gil, 2006) originado pelo felogénio do sobreiro que
reveste o seu tronco e ramos - o felema.

O aproveitamento integral desta matéria-prima e a sua valorizacao é feita pelo
processamento industrial que segue, em geral, duas vias, consoante o tipo de cortica -
amadia (Figura 2), secundeira e virgem - e, a partir do qual se obtém dois grupos de
produtos, os de cortica natural, constituidos unicamente por cortica e onde se incluem
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principalmente rolhas e discos, e os de cortica aglomerada, que sdo, genericamente, as
rolhas aglomeradas, os produtos de revestimento e os produtos de isolamento. Um
produto que tem vindo a ter cada vez mais importancia é a chamada rolha composta
ou rolha técnica, resultante da colagem de pecas de cortica natural e de aglomerado
branco e, atualmente, as mais usadas no engarrafamento de champanhes e
espumantes. A classificagcdo das rolhas é feita em classes que vao de extra a refugo em
funcao da qualidade da cortica. Esta classificagdo baseia-se no grau de porosidade da
rolha e na presenca de defeitos que podem afetar a sua principal fun¢do - a vedagao da
garrafa (Pereira et al, 1996). Espera-se que este trabalho possa contribuir para o
incremento da utilizacao da rolha de cortica pelos produtores e embaladores de azeite
no engarrafamento. Pretende-se satisfazer, simultaneamente, dois aspetos
importantes - o fecho eficaz da garrafa de azeite e 0 aumento do consumo de cortica.

A concretizacdo desta expetativa esta dependente do comportamento da rolha de
cortica comparativamente ao vedante mais habitual na indudstria do azeite e também
do comportamento do consumidor que, devidamente informado, tem nas suas maos o
poder para influenciar o engarrafador.

Por isso, faz parte deste trabalho um inquérito que visa conhecer a preferéncia do
comprador de azeite relativamente ao tipo de vedante utilizado.

Figura 1 - Exemplar de sobreiro adulto. Figura 2 - Tiragem de cortica amadia.
Herdade da Tojeira - Vila Velha de Rodao. Herdade do Pardieiro - Santiago do Cacém.
Fonte: Fotografia do autor. Fonte: Fotografia do autor.
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2. Azeite

2.1 Composicao quimica
Em termos quimicos, o azeite pode ser considerado uma mistura de varios tipos de

compostos, de diferentes classes quimicas, agrupados em dois grupos: a fragdo
saponificavel ou maioritaria e a fracdo insaponificavel ou minoritaria.

A fracdo saponificavel representa entre 98,5 e 99,5% do total dos constituintes do
azeite e é constituida pelos componentes de concentragdo mais elevada, como os
acilglicerois (mono, di e tri), os acidos gordos e acidos gordos livres, e os fosfolipidos
(Boskou, 1998).

A fracdo insaponificavel, representa a restante parte do peso do azeite (0,5% a
1,5%) e engloba, entre outros, esqualenos, esterois, alcoois gordos, ceras, compostos
fenolicos (polifendis e tocoferdis), compostos volateis e pigmentos (clorofilas e
carotenoides). Embora esta fracdo assente na parte minoritaria da composicao do
azeite, a sua contribuicdo é extremamente importante do ponto de vista biolédgico
(Gémez-Gonzalez et al., 2011; Velasco e Dobarganes, 2002; Boskou et al., 2006a; El
Riachy et al,, 2011).

A composi¢do quimica do azeite esta relacionada com as condi¢des edafo-climaticas
e com um conjunto de fatores agronémicos como o tipo de fertiliza¢do, a utilizacao ou
nado de rega no olival, a poda das oliveiras e 0 modo de producao e de luta quimica
praticados. A cultivar ou cultivares utilizadas na producao, o indice de maturacao das
azeitonas e as condi¢Oes de transporte para o lagar bem como o modo de extracdo e de
armazenamento do azeite também influenciam a sua composi¢do quimica (Aparicio e
Luna, 2002; Simdes-Lopes et al., 2009).

Segundo Velasco e Dobarganes (2002) é a composicdo do azeite em acidos gordos,
caracterizada por uma elevada concentracdo em acido oleico (C18:1) que se traduz
numa relacdo MUFA:PUFA alta e num relativamente alto teor em compostos menores
com atividade antioxidante, principalmente compostos fenélicos, a principal causa da
estabilidade oxidativa do azeite.

2.1.1 Acidos gordos

Os acidos gordos sdo compostos organicos simples formados por carbono,
hidrogénio e oxigénio em que cada molécula tem um grupo carboxilo (COOH) na
extremidade alfa (a) e um grupo metilo (CHs3) nao funcional na extremidade 6mega (w).
Encontram-se presentes, principalmente, nos acilgliceroéis e nos fosfolipidos (Bruice,
2004).

Os acidos gordos sao divididos em duas classes, os saturados, quando dois atomos
de hidrogénio estdo ligados a cada carbono (trés no ultimo atomo de carbono) e os
insaturados, quando alguns dos atomos de carbono possuem s6é um atomo de
hidrogénio ligado. Por sua vez, os acidos gordos insaturados dividem-se em
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monoinsaturados ou polinsaturados conforme tém, respetivamente, uma ou mais que
uma dupla ligagdo na cadeia. Nos o6leos e gorduras naturais essa cadeia é,
genericamente, linear e, no caso dos acidos gordos insaturados, apresenta-se na forma
cis sendo, no entanto, possivel encontrar quantidades vestigiais dos isémeros trans dos
acidos oleico, linoleico e linolénico em amostras de azeite. Dos 4cidos gordos presentes
no azeite sdo saturados, o miristico (C14:0), o palmitico (C16:0), o heptadecanéico
(C17:0), o estearico (€C18:0), o araquidico (C20:0), o beénico (C22:0) e o lignocérico
(C24:0); sao monoinsaturados o palmitoleico (C16:1), o heptadecendico (C17:1), o
oleico (C18:1) e o gadoleico (C20:1) e polinsaturados o linoleico (18:2) e o linolénico
(C18:3). Os acidos gordos monoinsaturados existem em grande percentagem, cerca de
55,3 a 86,5% do total de acidos gordos e de entre estes o acido oleico é o que esta
representado em maior quantidade com valores médios aproximados entre os 61 a
83%, (Lopez-Villalta, 2008). Na Tabela 1 sao apresentados a estrutura quimica e os
limites em percentagem de seis acidos gordos presentes no azeite virgem em
quantidades consideraveis.

Tabela 1 - Acidos gordos maioritarios no azeite.

Acido Gordo Estrutura Quimica Limites
(%)
Palmitico (C16:0) CHs(CH2),4COOH 7,5-20,0
Palmitoléico (C16:1)  CHs(CH2)sCH=CH(CH:):COOH 0,3-3,5
Estearico (C18:0) CHs(CH2)1sCOOH 0,5-5,0
Oleico (C18:1) CHs(CH2)7CH=CH(CH2)-COOH 55,0-83,0
Linoleico (C18:2)  CHs(CHz)4(CH=CHCH2)2(CHz)sCOOH 2,0-20,0
Linolénico (C18:3)  CHsCH2(CH=CHCH2)3(CHz)sCOOH 0,1-1,5

Fonte: Adaptado de Boskou, 1998.

Embora os acidos gordos polinsaturados (PUFA) confiram ao azeite maior
instabilidade oxidativa ndo deixam de ser essenciais em termos nutricionais. Por outro
lado, é a composicdo em acidos gordos monoinsaturados (MUFA), principalmente em
acido oleico que diferencia o azeite dos outros dleos vegetais (Gunstone, 2002).

A composicdo do azeite virgem em acidos gordos é também importante para a sua
caracterizacdo sendo que o perfil dos acidos gordos mais importantes dos azeites é
semelhante e a percentagem de variagdo entre eles deve-se a cultivar (Peres et al,
2013) e as condi¢des edafo-climaticas (Simodes-Lopes et al., 2009). A contribuicao de
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cada acido gordo para a composicao total de um azeite virgem € influenciada nao sé
pela cultivar e pelas condigdes edafo-climaticas mas também pela irrigacao, pelo indice
de maturagdo dos frutos na colheita e ainda pelo método de processamento (Kiritsakis,
1998).

O perfil em acidos gordos é a descricdo de todos os acidos gordos presentes num
6leo (o azeite é um 6leo com um perfil que se distingue de muitos éleos de semente). E
precisamente a composi¢cdo nos varios acidos gordos presentes no 6leo que é uma
medida da qualidade deste sendo o teor de cada um destes acidos gordos que
determina as suas propriedades fisicas e o seu valor nutricional. O perfil em acidos
gordos descreve a sua estrutura, isto é, se sao saturados, monoinsaturados ou
polinsaturados (Ayton et al, 2012) sendo a relagio MUFA:PUFA (4cidos gordos
monoinsaturados/acidos gordos polinsaturados) uma medida da tendéncia do azeite
para a auto-oxidacdo em que a estabilidade oxidativa é maior para valores mais altos
da relacdo, ou seja, maior propor¢ao de monoinsaturados (Beltran et al, 2004;
Henriques et al, 2001).

2.1.2 Acilgliceréis

Os acilgliceroéis, responsaveis pela viscosidade e densidade do azeite sdo os seus
principais constituintes quimicos (98%); sdo compostos lipidicos constituidos
quimicamente por uma molécula de glicerol ligado a um ou mais acidos gordos sendo
chamados de mono, di ou triacilgliceréis consoante possuem um, dois ou trés acidos
gordos na sua composicao (Boskou, 1998; Servili e Montedoro, 2002).

O glicerol é um alcool com trés carbonos e trés grupos hidroxilo (-OH) que se pode
combinar, por uma reacdo de esterificacdo (Figura 3), com um, dois ou trés acidos
gordos para formar, respetivamente, os monoacilglicerdis, os diacilglicerois, ou os
triacilglicerdis. Os acidos gordos podem combinar-se com qualquer um dos trés grupos
hidroxilo da molécula de glicerol formando uma grande diversidade de compostos.

& 0

R~-C"::f + R—OH =—= R_cfi + Ha0
OH 00—y

Acido carboxiico Alcool Ester Agua

R = cadeia de carbonos

Figura 3 - Esquema geral da reacao de esterificacao.

Embora a composi¢do do azeite em acilglicerdis seja constituida, essencialmente,
por triacilglicerdis (cerca de 95%) estdo também presentes no azeite os mono e os
diacilglicer6is (que atuam fundamentalmente como emulsionantes), resultantes de
hidrolise enzimatica (lipases) e quimicas (dcidas ou alcalinas) e de biossinteses
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incompletas dos triacilglicerdis sendo, de uma forma geral, mais abundantes os
diacilgliceréis que os monoacilglicerdis. As concentrag¢des de diacilgliceréis num azeite
virgem extra variam entre 1,0 e 2,8% e as de monoacilglicerdis sdo inferiores a 0,25%
do total de acilglicerdéis (Boskou et al.,, 2006a; Faria et al., 2002; Lehninger et al., 1995;
Moretto e Fett, 1998).

Nas figuras 4, 5 e 6 sdo apresentadas as estruturas quimicas de acilglicerdis.

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7C(O)O-(|ZH2

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7C(O)O-(|:H

CH3(CH2)14C(0)0-CH;

Figura 4 - Estrutura quimica de um triacilglicerol (OOP) com dois radicais de acido oleico (C18:1)
e um radical de acido palmitico (C16:0) ligados ao glicerol.

CH3(CH2);CH =CH(CH2)7C(O)O-(|:H2

HO-C|H
CH3(CH2)14C(0)0-CH;

Figura 5 - Estrutura quimica de um 1,3-diacilglicerol com um radical de acido oleico (C18:1) na
posicao 1 e um radical de acido palmitico (C16:0) na posicao 3 ligados ao glicerol.

HO-C|IH2
HO-(|ZH

CH3(CH2)14C(0)0O-CH:

Figura 6 - Estrutura quimica de um 1-monoacilglicerol com um radical de acido palmitico (C16:0)
na posicao 1 ligado ao glicerol.

2.1.3 Compostos fenodlicos

2.1.3.1 Fenois hidrofilicos

Os compostos fenolicos sdo uma mistura complexa de compostos, com diferentes
estruturas quimicas, relacionados com a estabilidade e com as propriedades do azeite
virgem, como o sabor (Di Giovacchino et al., 2002; Galeano Diaz Meras et al., 2005).

No azeite virgem estdo identificadas cinco classes de compostos fendlicos
hidrofilicos: alcoois fendlicos (hidroxitirosol, tirosol e seus derivados), 4acidos
fenodlicos, flavonoides (luteolina e apiginina), lignanos (pinoresinol e 1-
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acetoxipinoresinol), e secoiriddides (oleuropeina e ligstrésido aglicona) (Servili e
Montedoro, 2002; Boskou et al., 2006b).

Os compostos hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol ou 3,4-DHPEA) e o tirosol (p-
hidroxifeniletanol ou p-HPEA) sdao os alcoois fendlicos mais abundantes no azeite
virgem (Boskou et al., 2006b). Segundo Montedoro et al. (1992) a sua concentracgdo é
baixa no inicio mas aumenta ao longo do tempo de armazenamento devido a hidrélise
dos secoiriddides existentes no azeite virgem que contém hidroxitirosol e tirosol na
sua estrutura molecular.

Os 4acidos fenolicos possuem uma estrutura quimica basica de Cs-C1 (acidos
benzdicos - como os acidos vanilico e siringico) e Cs-C3 (acidos cindmicos - como os
acidos cinamico, p-cumadrico e cafeico). Estes compostos foram o primeiro grupo de
fenois observados no azeite virgem (Montedoro, 1972; Roncero, 1978).

Os flavonoides, compostos fenélicos com um esqueleto de 15 atomos de carbono,
sdo um grupo de fenois bastante diversificado em termos estruturais, subdividido em
varias classes, tais como as catequinas, as antocianinas, os flavonois ou as flavononas,
cuja atividade antioxidante advém da presenca das estruturas fenolicas na sua
constituicdo. A quantidade deste grupo fendlico no azeite virgem é bastante baixa
estando presentes, sobretudo, as flavononas luteolina e apiginina (Rovellini et al,
1997; Servili e Montedoro, 2002).

Os lignanos encontrados mais frequentemente no azeite virgem sao o pinoresinol e
o 1-acetopinoresinol. Este grupo de compostos fendélicos parece ser dos mais estaveis
durante o armazenamento do azeite (Brenes et al., 1999; Montedoro et al.,, 1992).

Os secoiridéides sdo os compostos fenolicos presentes em maior quantidade no
azeite virgem caracterizando-se pela presenca do acido elenoélico ou de derivados deste
na sua estrutura molecular (Diez e Adamos, 1997).

Os secoiriddides predominantes no azeite virgem sdo a forma dialdeidica do acido
elenolico ligado ao hidroxitirosol (3,4-DHPEA-EDA), o secoiridéide mais abundante no
azeite virgem, um isomero da oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EA), a forma
dialdeidica do acido elendlico ligado ao tirosol (p-HPEA-EDA) e um isémero do
ligstrosido aglicona (p-HPEA-EA) (Gordon et al.,, 2001; Montedoro et al., 1992).

Estes fendis hidrofilicos podem ser originados durante o esmagamento das
azeitonas, por hidrélise da oleuropeina (0l), da desmetiloleuropeina e do ligstrésido
(Servili e Montedoro, 2002).

A concentracdo em compostos fendlicos difere entre azeites, geralmente com
valores entre 100 e 300mg/kg havendo, no entanto, referéncia a uma gama mais ampla
(50 - 1000 mg/kg) (Tsimidou, 1998). Estas diferengas na concentragdo total dos
compostos fendlicos entre azeites estdo relacionadas com fatores agronomicos e
tecnolégicos como a cultivar, as condi¢des edafo-climaticas, o indice de maturagao, a
época de colheita e os processos de extracdo e de armazenamento do azeite (Di
Giovacchino et al., 2002; Galeano Diaz Meras et al., 2005).

Nao é facil estabelecer a concentragdo dos fenodis individualmente devido a sua
variabilidade natural, a grande dependéncia da idade do azeite e as circunstancias apds
producdo. Os fendis livres encontram-se, sobretudo, nos azeites armazenados
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enquanto que os azeites novos contém mais formas complexas de secoiridoides
agliconas (Boskou et al., 2006b).

Os compostos fendlicos sdo importantes para a estabilidade do azeite havendo uma
boa correlagdo entre a estabilidade oxidativa e o teor em fendis. A concentragdes mais
elevadas dos compostos fenolicos totais esta associado um aumento do tempo de vida
util do azeite (Boskou et al., 2006b; Gutierrez-Rosales e Arnaud, 2001; Monteleone et
al., 1998; Tsimidou et al,, 1992).

Tém sido estudados os compostos fendlicos do azeite, particularmente a
oleuropeina e o hidroxitirosol, relativamente a sua capacidade para reduzir os estragos
provocados pelo peréxido de hidrogénio e pelo ido peroxinitrato (Boskou et al., 2006b).
Alguns destes compostos podem inibir a oxidacdo no azeite virgem através de
mecanismos como a remog¢do de radicais, a transferéncia de atomos de hidrogénio e a
quelacdo dos metais (Decker et al., 2005; Huang, et al., 2005; Prior et al., 2005; Roginsky
e Lissi, 2005).

Os compostos fendlicos, antioxidantes fundamentais do azeite virgem tém
propriedades lipofilicas e hidrofilicas e sdo uma das bases da importancia nutricional
e do tempo de vida desta gordura vegetal podendo ser identificados como a principal
fonte da atividade antioxidante e das propriedades sensoriais dos azeites virgens (Di
Giovacchino et al, 2002; Kiralan et al., 2009; Kiritsakis, 1998; Salvador et al, 2003).

2.1.3.2 Fenois lipofilicos

Os fendis lipofilicos - tocoferois e tocotriendis - sdo, a par com os fenois hidrofilicos,
0s mais importantes antioxidantes presentes no azeite virgem extra. O a-tocoferol
representa 95 % do total de tocoferois (Beltran et al., 2010).

A quantidade de tocoferol (vitamina E) presente no azeite virgem depende da
cultivar, de fatores agrondémicos e tecnolédgicos (Deiana et al, 2002). O teor de
tocoferois é importante do ponto de vista nutricional e do contributo para o tempo de
vida do azeite virgem obtido a partir de azeitonas da cultivar “Galega” (Peres et al,
2010). Ayton et al (2012) também refere que o teor de tocoferois protege os lipidos da
auto-oxidacdo aumentando o tempo de armazenamento destes.

Na Tabela 2 pode-se comparar a concentracdo dos diferentes tocoferéis presentes
no azeite.

Tabela 2 - Quantidade (mg/100 g) de tocoferois no azeite virgem.

a-tocoferol B-tocoferol y -tocoferol d-tocoferol
Azeite 9,0 0,2 0,5 0,04

Fonte: Adaptado de Boskou, 1998.

Os diferentes tocoferois diferem entre si apenas no nimero e na posicao dos grupos
metilo no anel aromatico (Figura 7) e a sua atividade depende de fatores como o meio,
a temperatura e a presenca de metais pesados, caso em que os tocoferdis apresentam
atividade pré-oxidante (Coultate, 1984).
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Figura 7 - Estrutura quimica dos tocoferois presentes no azeite virgem.

0 a-tocoferol, o tocoferol completamente metilado, é o que esta presente em maior
quantidade na natureza e que apresenta maior poder antioxidante a nivel biol6gico. No
entanto, no azeite virgem (e nos 6leos em geral) a atividade do tocoferol aumenta na
seguinte ordem: o -tocoferol < -tocoferol <y -tocoferol < §-tocoferol (Burton e Ingold,
1986; Sheppard et al., 1993).

2.1.4 Pigmentos

Os pigmentos do azeite sdo de dois tipos: clorofilas e carotenéides (Boskou, 1998).
A coloracdo verde do azeite deve-se as clorofilas a e b e aos seus produtos de oxidacao,
as feofitinas a e b. Os carotenéides (luteina, B-caroteno, violaxantina e neoxantina),
quimicamente chamados de terpenos sdao derivados do acido mevaldnico, e
responsaveis pela cor amarelada dos azeites. A proporg¢ao entre carotenos e clorofila
define a tonalidade do azeite (Lopez-Villalta, 2008).

A quantidade de pigmentos é influenciada pela cultivar e pelo indice de maturagao
(Conceicao et al., 2009), pelo local de producdo, pelo sistema de extragdo e pelas
condi¢des de armazenamento. Para Ayton et al. (2012) a clorofila e os carotenoides sao
alguns dos muitos pigmentos que estdo relacionados com a cor do azeite e, dado a
natureza complexa destes compostos e a sua interagdo com as condi¢des de
armazenamento do azeite é necessaria mais investigacdo que permita entender o
mecanismo da mudanga de cor.

Os pigmentos estdo envolvidos em mecanismos de auto-oxidacao e foto-oxidagao e
tanto as clorofilas como os carotendides tém natureza antioxidante no escuro e pro-
oxidante a luz (Boskou, 1998; Henriques et al., 2001). Na auséncia de luz, as clorofilas
e as feofitinas a e b apresentam uma atividade antioxidante semelhante a dos
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compostos fenolicos. Na presenca de luz, os pigmentos clorofilinos ativam o oxigénio
para o estado singleto o que permite a foto-oxidacdo ou a adigcdo de oxigénio as
moléculas de acidos gordos. Como a foto-oxida¢do é mais rapida que a auto-oxidacao
associa-se a presenca de clorofilas a um efeito pro-oxidante. Por outro lado, o f3-
caroteno, do importante grupo dos carotenoides, é um inibidor do oxigénio singleto e,
por conseguinte, um retardador do processo de foto-oxidacdo apresentando também
vantagens ao nivel do organismo humano, pelo que se considera benéfica a sua
presenca no azeite virgem (Henriques et al,, 2001).

2.1.5 Compostos volateis

A qualidade sensorial do azeite virgem é descrita, principalmente, em fun¢do dos
compostos volateis cuja enumeracdo detalhada foi reportada, recentemente, por
Aparicio, Morales, e Garcia-Gonzalez, (2012), sendo que cerca de 108 compostos sao
tidos como responsaveis pelo aroma do azeite virgem (Angerosa, 2002; Del Barrio,
Gutierrrez & Gutierrez, 1981; Morales et al.,, 1994; Morales et al., 2005; Olias et al,
1977; Procida et al., 2005).

Por seu turno, foram ja determinados nos azeites cerca de 280 compostos volateis,
dos quais mais de 80 sdo hidrocarbonetos, 45 sdo alcoois, 44 sdo aldeidos, 26 sdo
cetonas, 13 sdo acidos, 55 sdo ésteres, 5 sdo éteres, 5 sdo derivados de furano, 5 sdo
derivados de tiofeno, 1 sdo piranonas, 1 sdo ti6is e também 1 composto de pirazina
(Boskou et al,, 2006b).

No caso dos azeites “Galega vulgar” e “Cobrancosa” as principais classes de
compostos volateis encontrados foram aldeidos, esteres, alcoois, cetonas,
hidrocarbonetos e acidos (Peres, 2015) conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Classes de compostos volateis (%) presentes no azeite virgem de “Galega vulgar” e de
“Cobrancosa”.

“Galega vulgar” “Cobrancosa”
Aldeidos 54 50
Esteres 22 20
Cetonas 9 14
Alcoois 9 13
Acidos 4 2
Outros 2 1

Fonte: Adaptado de Peres, 2015.

Os compostos volateis nao contribuem de uma forma proporcional para o cheiro do
azeite e os que apresentam uma concentracdo mais elevada ndo siao necessariamente
0s que contribuem mais para esta caracteristica (Baccouri et al., 2008). Em geral, os
compostos que influenciam a qualidade sensorial dependem da sua concentragdo e do
seu limiar de percepcao (Belitz et al., 2004).
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A formacdo dos compostos volateis ocorre, essencialmente, nos cloroplastos
durante a moenda da azeitona por acao das enzimas da via da lipoxigenase
incorporando-se na fase liquida da massa das azeitonas durante o processo de
termobatedura (Gouveia, 1995). Do ponto de vista quantitativo e a partir da via da
lipoxigenase os compostos predominantes que se formam sdo aldeidos lineares
saturados e insaturados em C6 (Angerosa et al., 2004). O armazenamento das azeitonas
antes da extracdo e do azeite antes de chegar ao consumidor modifica a composicao
volatil.

2.1.6 Outros

Outros compostos presentes na composicdo quimica do azeite virgem que se podem
referir sdo os acidos gordos livres, os fosfolipidos, os esterdis, os alcoois triterpénicos,
as ceras, os alcoois alifaticos e os hidrocarbonetos (Kiritsakis, 1992; Boskou, 1998).

Os acidos gordos na forma livre resultam da reacdo de enzimas presentes nas
azeitonas, as lipases, com os triacilglicerdis provocando a sua hidrolise. Estas reacdes,
que ocorrem quando as azeitonas ndo estdo completamente sds e/ou o seu tempo de
armazenamento é muito prolongado, levam a um aumento da acidez livre do azeite
afetando negativamente a sua qualidade (Ayton et al,, 2012).

Os fosfolipidos sdo lipidos que contém um grupo fosfato, incluindo os
fosfoacilglicerois, sendo o 4cido oleico o acido gordo predominante na sua estrutura. O
padrao de acidos gordos dos fosfolipidos é semelhante ao dos triacilgliceréis. Estao
referenciados como tendo atividade antioxidante embora o seu teor no azeite seja
baixo (Kiritsakis, 1992; Boskou, 1998).

Os esterois sdo alcoois gordos, ciclicos e neutros, com estrutura cristalina e ponto
de fusdo elevado, sintetizados a partir do esqualeno no citoplasma das células da
azeitona podendo apresentar-se na forma livre ou esterificados com acidos gordos. As
formas esterificadas representam cerca de 10 a 15% dos esterdis totais, cujo valor
normal no azeite varia entre 1000 a 2200 mg/kg de azeite. Os esterois sdo compostos
essenciais para a asserc¢do da qualidade e genuidade do azeite sendo o B-sitosterol, o
A-5-avenasterol, o campesterol e o estigmasterol os maioritarios. Destes, o 3-sitosterol
é o predominante com 70 a 90% do teor total de esterdis. Embora em quantidades
muito menores, podem ser encontrados no azeite outros esterdis, caso do colesterol,
do campestanol, do A-7-campestenol, do clerosterol, do A-5,24-estigmastadienol, do A-
7- estigmastenol e do A-7-avenasterol (Boskou, 1998).

Nos alcoois triterpénicos destacam-se o eritrodiol e o uvaol, didis triterpénicos
constituidos por cinco anéis hexagonais, que provém, sobretudo, do epicarpo das
azeitonas. Estdo presentes em pequenas quantidades nos azeites virgens mas em
quantidades muito maiores nos éleos refinados, devido a sua relativa insolubilidade
nos lipidos (Henriques et al,, 2009).
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O esqualeno, hidrocarboneto terpénico muito caracteristico da fracao
insaponificavel do azeite, pode representar até 40% desta fragdo minoritaria e é um
percursor bioquimico dos esterdéis (Lopez-Villalta, 2008).

Os principais alcoois alifaticos lineares presentes no azeite sdo o hexacosanol, o
octacosanol e o tetracosanol. Estes alcoois tém um ntiimero par de atomos de carbono,
entre 18 e 28 e, quando esterificados com os acidos gordos, originam a formacao de
ceras. Por isso, as ceras sdo ésteres de alcoois alifaticos de cadeia longa com acidos
gordos, provenientes do tegumento da semente e do epicarpo da azeitona, sendo as
principais ceras detetadas no azeite ésteres C-36, C-38, C-40, C-42, C-44 e C-46
(Boskou, 1998; Lopez-Villalta, 2008).

2.2 Alteracdes do azeite virgem

O azeite virgem, o sumo obtido do mesocarpo da azeitona é, geralmente, um
produto de elevada qualidade mas que pode apresentar defeitos de natureza sensorial.
As causas para estes defeitos sensoriais, ao longo do processo de produgdo do azeite
virgem ndo estdo, por vezes, bem conhecidos. Estas causas dependem da degradacao
fisica, quimica ou microbiana que afeta o produto (Cayuela et al., 2015).

Varios fatores influenciam a qualidade do azeite virgem, nomeadamente, a cultivar,
o indice de maturacdo dos frutos na colheita, as condi¢des ambientais, as praticas
culturais e as condi¢des de extracdo e armazenamento do azeite. Para Manai et al.,
(2008) a variedade da azeitona assume particular importancia na qualidade e nas
caracteristicas sensoriais do azeite virgem. Esta importancia reside no facto de as
enzimas envolvidas na via da lipoxigenase limitarem a producdo dos compostos
responsaveis pelo flavour determinando, assim, a qualidade sensorial do azeite virgem.
Para outros autores o fator ambiental pode ser, por vezes, mais importante que o fator
genético no que diz respeito a composi¢do quimica que determina a qualidade do azeite
virgem monovarietal (Beltran et al., 2005; Criado et al., 2008).

2.2.1 Lipoliticas

Os dois principais processos que contribuem para a perda de qualidade do azeite,
afetando, negativamente, a sua composicado e as suas caracteristicas organoléticas sao
a lipolise e a oxidacdo. A lipdlise é uma reagdo de hidrolise dos triacilgliceréis em
diacilglicerois e monoacilglicerdis que se traduz no aumento do grau de acidez do
azeite, devido a producao de acidos gordos livres. Para além disso, podem ser
libertados acidos gordos insaturados que ficam disponiveis para as reacbes de
oxidacdo. A humidade e a temperatura sao dois dos principais fatores que contribuem
para as reacdes de hidrodlise. A lipdlise comeca nas azeitonas quando estas
amadurecem e pode ter origem microbiana, provocada por microrganismos com
atividade lipolitica, ou enzimatica, resultante da acdo das lipases, enzimas naturais
presentes nas azeitonas (Ayton et al. 2012; Kiritsakis, 1992).
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2.2.2 Oxidativas

A oxidacdo é considerada uma das rea¢des fundamentais na quimica dos lipidos
sendo um dos principais fatores da deterioracao da qualidade dos azeites virgens. Esta
reacdo comega com o chamado periodo de inducao, ou seja, um periodo inicial lento a
que se segue uma rapida aceleracgdo de oxidacgdo lipidica. A evolugdo da oxidagdo dos
lipidos ao longo do tempo pode ser avaliada através da formag¢do dos produtos
primarios, secundarios e terciarios resultantes desta reagdo. Os hidroperéxidos sdo
considerados os produtos primdarios da oxidacdao lipidica e a quantificacio dos
peroxidos é o método geralmente usado para avaliar a deterioragcdao dos azeites
virgens. Ao mesmo tempo que se formam os hidroperéxidos também ha o
aparecimento de dienos conjugados resultantes do deslocamento das duplas liga¢des
dos acidos gordos polinsaturados. A instabilidade dos hidroperéxidos leva a que estes
se decomponham formando-se varios produtos secundarios de que os aldeidos e as
cetonas sdo os mais importantes. Sdo estes compostos, e nao os hidroperoxidos, os
responsaveis pelo defeito sensorial a rango (Farhoosh e Hoseini-Yazdi, 2014).

A oxidacao é também responsavel pela destruicdo de acidos gordos essenciais, tais
como o linoleico e o linolénico, e perda de vitaminas lipossoluveis. A deterioragdo
oxidativa pode seguir vias enzimaticas e/ou quimicas e é um processo complexo
influenciado por varios fatores, como a exposicao do azeite ao oxigénio atmosférico, a
luz, ou a temperatura, como a presenca de enzimas e o contato com ligas metalicas nao
inertes sendo a oxidacao enzimatica, a foto-oxidacdo e a auto-oxidagdo considerados
os trés principais processos de oxida¢do do azeite (Lopez-Villalta, 2008). No entanto,
estes processos ocorrem sempre através do mesmo mecanismo - reagdes em cadeia
produzindo radicais livres (auto-oxidac¢ao); por terem a capacidade de absorver esses
radicais livres, os antioxidantes naturais do azeite retardam o fenémeno da auto-
oxidacdo (Kiritsakis, 1998).

0 mecanismo de auto-oxidacao realiza-se em trés etapas: inicia¢cdo, propagacdo e
terminacgdo (Figura 8).

Iniciagao RH——»R*+H*
Propagacao R*+02 ———3R00"

ROO* + RH———» ROOH +R*

Terminacdo ROO*+ R*——»ROOR
ROO*+ ROO*———» ROOR + 02 Produtos Estaveis
R*+R*—»RR

RH - Acido gordo insaturado; R* - Radical livre; ROO" - Radical peréxido; ROOH - Hidroperéxido

Figura 8 - Esquema geral do mecanismo da oxidacao lipidica.
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A etapa de iniciacdo aparece quando ha perda de um atomo de hidrogénio pelos
acidos gordos insaturados formando-se radicais livres, numa reacao que é catalisada
pelo oxigénio atmosférico e em que a luz e o calor também exercem uma agao
catalisadora. Seguidamente, na chamada etapa de propagacao, estes radicais livres
reagem com o oxigénio formando radicais per6xido que vao reagir com outros acidos
gordos insaturados originando hidropero6xidos (os hidroper6xidos sao compostos
muito instaveis e reativos que, por acdo da luz e do calor ou ainda pela presenga de
catalisadores metalicos, se decompdem rapidamente) e mais radicais livres que vao
alimentar uma cadeia de reagdes que s6 parara quando forem consumidos todos os
acidos gordos e/ou todos os radicais livres se inativarem uns aos outros. Por fim, na
etapa de terminacdo ocorre a formacdo de produtos monoradicais estaveis,
nomeadamente os produtos da oxidacao secundaria tais como alcoois, aldeidos,
cetonas, acidos epoxidos e ainda oxidcidos e oxipolimeros. Estes produtos sdo os
responsaveis pelo aparecimento do odor e sabor a rancgo e pela alteracdo de cor do
azeite. (Gouveia, 1995; Hamilton e Allen, 1999).

A foto-oxidacdo ocorre quando o azeite é exposto a luz, natural ou artificial. Esta
exposicdo a fontes de luz acelera o processo de deterioracdo do azeite. O processo da
foto-oxidagao envolve reagdes radicalares com formagdo de hidroperéxidos que apés
se degradarem ddo origem a aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos. No entanto, estes
hidropero6xidos sao diferentes dos que se formam na auséncia de luz (Ayton et al. 2012;
Lopez-Villalta, 2008; Kiritsakis, 1998).

2.2.3 Microbianas/enzimaticas

Os microrganismos sdo responsaveis pela maioria dos defeitos sensoriais
encontrados nos azeites. Ndo obstante, salvo alguns estudos relacionados com a
biogénese dos compostos responsaveis por estes defeitos, a pesquisa microbioldgica
na produc¢do de azeite, desde o pds-colheita da azeitona até ao armazenamento, é
escassa (Cayuela et al., 2015).

Segundo Morales e Przybylski (2000) as principais enzimas presentes no azeite
virgem sdo a lipoxigenase e a cicloxigenase que podem provocar a oxida¢do dos acidos
gordos insaturados sendo a oxidacdao enzimatica responsavel quer pelo aparecimento
de off-flavours quer pela formag¢do de compostos do flavour desejado.

A lipoxigenase catalisa a oxidacdo de alguns acidos gordos insaturados nos
correspondentes hidroperoéxidos, de estrutura idéntica aos obtidos na auto-oxida¢do
mas as reacdes catalisadas por esta enzima tém as caracteristicas da catalise
enzimatica (especificidade do substrato; seletividade da peroxidacdo; pH 6timo;
suscetibilidade ao aquecimento; suscetibilidade a uma velocidade de reagdo elevada
numa temperatura entre 0-20°C). A lipoxigenase que oxida especificamente os acidos
gordos com a estrutura 1-cis-4-cis-pentadieno nao oxida o acido oleico preferindo os
acidos linoleico e linolénico. Os radicais livres intermedidrios produzidos neste
mecanismo enzimatico podem levar a co-oxidacdo de compostos facilmente oxidaveis
como os carotenoides e os compostos fendlicos (Belitz et al., 2004).
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3. Fatores internos de oxidacao do azeite

Diversos compostos quimicos no azeite podem influenciar a sua oxidacao e,
consequentemente, o seu tempo de vida. A Tabela 4 resume o efeito do tempo de
prateleira em alguns compostos quimicos do azeite.

Tabela 4: Compostos quimicos do azeite que influenciam o tempo de prateleira.

Composto quimico Efeito no tempo de vida (TV)
Acidos gordos Teores elevados de acidos gordos polinsaturados diminuem
o TV; teores elevados de acidos gordos saturados prolongam
a vida atil
Acidos gordos livres Promovem a oxidacao e diminuem o TV
Peroxidos Teores elevados de peroxidos diminuem o TV
Metais Promovem a oxidacao e diminuem o TV
Oxigénio Promove a oxidacao e diminui o TV
Agua Promove a oxidacao e diminui o TV
Compostos fenolicos Aumentam a vida (til

Fonte: Adaptado de Wang et al., 2014.

3.1 Acidos gordos

A estabilidade oxidativa do azeite pode ser definida como a resisténcia dos lipidos
a oxidacao (Gomez-Alonso et al., 2004) e depende de varios fatores tais como a cultivar
utilizada, o indice de maturacao, o estado sanitario dos frutos, a relacio MUFA:PUFA, o
teor em antioxidantes naturais, o sistema de extracdo de azeite e as condicdes de
armazenamento (Diraman e Dibeklioglu, 2009).

Os resultados obtidos por Maia (2014) na determinag¢do da estabilidade oxidativa
de azeites monovarietais permitem comprovar o efeito da composicdo em acidos
gordos mono e polinsaturados, da relacao acido oleico/acido linoleico e do teor em
fenois totais. Na verdade, a estabilidade oxidativa do azeite resulta da existéncia, na sua
composi¢do quimica, de antioxidantes naturais e da elevada concentragdo de acidos
gordos monoinsaturados (MUFA), principalmente em 4acido oleico, relativamente a
concentracdo em acidos gordos polinsaturados (PUFA). A relacaio MUFA:PUFA pode
assim constituir uma medida da tendéncia do azeite para a auto-oxida¢cdo em que a
estabilidade oxidativa é maior para valores mais altos da relagdo, ou seja, menor
proporc¢do de PUFA (Farhoosh e Hoseini -Yazdi, 2014).

3.2 Antioxidantes

Relativamente aos antioxidantes naturais, o azeite apresenta quantidades
significativas de compostos fendlicos. Estes compostos sdo responsaveis pelo amargo
(Beltran et al., 2007) e, para além de apresentarem beneficios para a saude (Paiva-
Martins et al. 2012) contribuem para a resisténcia do azeite a auto-oxidacdo (Beltran
et al.,, 2007). Os compostos fenolicos de natureza hidrofilica proporcionam ao azeite
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caracteristicas Unicas, uma vez que ndo se encontram em qualquer outro 6leo vegetal
(Boskou, 1998). Sdo considerados os principais antioxidantes num azeite virgem,
tendo a capacidade de doar um dtomo de hidrogénio a um radical lipidico, formado na
auto-oxidacdo (Morell6 et al., 2004). Azeites obtidos a partir de azeitonas menos
maduras tém um maior teor fendlico que os obtidos de azeitonas mais maduras
estando a estabilidade oxidativa do azeite relacionada com o grau de maturacao do
fruto (Ayton et al. 2012).

A oleuropeina, o hidroxitirosol (3,4-dihidroxifenil etanol) e o tirosol sdo os
compostos fenodlicos com a concentragdo mais elevada no azeite mas estdo presentes
na sua composicao muitos outros como os acidos cafeico, vanilico, siringico, p-
cumarico, o-cumarico, protocatéquico, sindpico,  p-hidroxibenzéico, p-
hidroxifenilacético e homovanilico (Boskou, 1998).

Os tocoferodis, compostos fenodlicos lipofilicos, sdo importantes pelas suas
propriedades antioxidantes pois defendem da oxida¢do os componentes lipidicos do
azeite. Enquanto os compostos fenélicos hidrofilicos apenas existem em azeites nao
refinados, os tocoferdis estdo presentes em todas as gorduras e 6leos, sejam ou ndo
refinados.

O teor de compostos fendlicos num azeite depende de fatores como: a cultivar, o
solo, o clima, a irrigacdo, o grau de maturacdo, o sistema de extracao e as condi¢cdes de
processamento, o embalamento e o armazenamento. (Boskou et al, 2006a; Allalout et
al., 2009).

Outros antioxidantes naturais sdo os pigmentos do azeite: as clorofilas e os
carotenoides (Boskou, 1998). A coloracao verde do azeite deve-se as clorofilas a e b;
quando expostas ao aquecimento ou com o passar do tempo a estrutura destes
pigmentos sofre alteracdes oxidativas cujos produtos sdo as feofitinas a e b que, por
ultimo, se convertem em pirofeofitinas. Os carotendides (luteina, [(-caroteno,
violaxantina e neoxantina), quimicamente chamados de terpenos sdo derivados do
acido mevaldnico, e responsaveis pela cor amarelada dos azeites. A quantidade de
pigmentos é influenciada pela cultivar, pelo indice de maturagdo, pelo local de
producdo, pelo sistema de extracdo e pelas condicbes de armazenamento. Os
pigmentos também estdo envolvidos em mecanismos de auto-oxidacao e foto-oxidacao
e tanto as clorofilas como os carotenéides tém natureza antioxidante no escuro e pro-
oxidante a luz (Ayton et al. 2012; Boskou, 1998).

3.3 Presenca de pré-oxidantes

A existéncia no azeite virgem de uma percentagem elevada de triacilgliceréis
constituidos por acido oleico e de antioxidantes naturais como os polifendis e os
tocoferodis, contribuem para retardar ou atenuar os processos oxidativos do azeite. No
entanto, existem fatores que potenciam os fendmenos oxidativos. A exposicao a luz, a
presenca de oxigénio, o calor e o contato do azeite com metais, sejam estes da
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maquinaria ou dos depdsitos, traduzem-se no aumento da velocidade de oxidacao e na
alteracao da qualidade do azeite (Lopez-Villalta, 2008).

4. Fatores externos de oxidacao do azeite

A qualidade de um azeite virgem depende da combinacdo de fatores ambientais
(clima e solo), genéticos (variedade da azeitona) e agronémicos (técnicas de cultivo)
para além das condi¢des de transformacgdo da azeitona e de armazenamento do azeite
no lagar.

A oxidacdo do azeite é influenciada por varios fatores externos ao longo de toda a
fileira do azeite, isto é, desde o olival até ao azeite embalado.

4.1 Producao e colheita da azeitona

A oxidacao/lipélise enzimatica pode comecar logo na azeitona, nos frutos afetados
por pragas e doencas e nos frutos feridos ou magoados, quer no seu desenvolvimento,
quer por acdo da colheita (Figura 9), transporte e/ou armazenamento. As enzimas
deste processo oxidativo encontram-se nas préprias azeitonas onde a formacdo de
pequenas quantidades de hidroperéxidos pode vir a ter um efeito acelerador da
oxidacdo do azeite.

Figura 9 - Pormenor de colheita de azeitona.
Herdade da Tojeira - Vila Velha de Rodao

Fonte: Fotografia do autor

4.2 Transformacao da azeitona

Também na transformacao, isto é, nas varias etapas que decorrem no lagar (Figura
10) se verificam condi¢des que podem influenciar o grau de oxidacdo do azeite. Por
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isso, é necessario evitar o mais possivel a exposicao a luz, ao ar, a temperaturas altas e
a materiais pr6-oxidantes (Lopez-Villalta, 2008).

Figura 10 - Lagar de azeite de sistema tradicional.
Herdade da Tojeira - Vila Velha de Rodao

Fonte: Fotografia cedida por Miguel Passos

4.3 Armazenamento do azeite

O armazenamento do azeite de forma correta é fundamental para “atrasar” a
oxidacdo deste, preservando as suas caracteristicas pelo maior tempo possivel, ou seja,
aumentando o seu tempo de vida. Por isso, o azeite deve ser armazenado em depdsitos
de material inerte, caso do inox (Figura 11) ou da resina epéxi (Figura 12), de
preferéncia usando um géas inerte, como o azoto, para remover o oxigénio (Ayton et al.,,
2012), e estar ao abrigo da luz e a uma temperatura na ordem dos 18°C. As transfegas
sdo importantes para separar o azeite da borra que se vai precipitando no fundo do
depdsito. No entanto, o processo de transfega é desaconselhdvel por aumentar o
contato do azeite com o oxigénio, razdo pela qual é preferivel retirar a borra pela parte
inferior do depdsito mantendo o azeite no mesmo local (Maia, 2014; Pires, 2005;
Santos, 2009).

Durante o armazenamento do azeite os compostos volateis tornam-se menos
dominantes e vdo surgindo novos compostos volateis resultantes de reacdes de
oxidacao.

Figura 11 - Depdsito de azeite em inox. Figura 12 - Depositos de azeite
revestidos a resina epoxi.

Lagar de azeite da Tapada da Tojeira.
Fonte: Fotografias do autor.
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4.4 Embalagem do azeite

Por ultimo, temos a importancia do tipo de embalagem final (Figura 13). Segundo
Botti e Anjos (2013), o material mais adequado para a preservacao do azeite é o vidro
escuro, com headspace minimo, em ambiente de pouca luminosidade e a temperaturas
inferiores a 22 0C.

Em relacao ao tipo de embalagem e as condi¢des de armazenamento na qualidade
do azeite é vasto o trabalho ja efetuado (Ayton et al., 2012; Gémez-Alonso et al., 2007;
Li et al., 2014; Kassouf et al, 2014; Krichene et al, 2010; Méndez e Falqué, 2007;
Morell6 et al.,, 2004; Wang et al., 2014), no entanto, nenhum destes estudos refere o
sistema de fecho. Para que ndo ocorra oxidacao no produto final é necessario que a
embalagem e o respetivo sistema de fecho ndo permitam a oxidagdao do azeite no
periodo de armazenamento.

Em suma, em todas estas fases do processo de fabrico do azeite importa prevenir
ou reduzir os fatores potenciadores das reagdes de oxida¢do recorrendo as técnicas e
procedimentos mais corretos.

Figura 13 - Embalagens de azeite na Olive Oil Award - Biofach 2017.

Fonte: Fotografia do autor
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5. Material e métodos

5.1 Amostragem e delineamento experimental

Foi o objetivo deste estudo comparar o comportamento de um azeite virgem extra
ao longo do tempo, tendo sido as amostras sujeitas as mesmas condi¢des de preparagdo
e conservacao mas vedadas com trés tipos diferentes de capsula.

O azeite virgem extra utilizado foi produzido na segunda semana de novembro de
2014 a partir de azeitonas das variedades “Galega vulgar” e “Cobrangosa” na propor¢ao
1:1. Os quatro garrafoes de azeite de 5 L, DOP “Beira Interior”, foram adquiridos num
lagar de azeite do concelho de Castelo Branco e faziam parte do mesmo lote de azeite
“Galega vulgar” e “Cobrancosa” premiado no Concurso Mario Solinas na categoria de
frutado maduro.

A avaliacdo quimica e sensorial foi efetuada no Laboratério de Tecnologia
Alimentar da ESACB (Figura 14) no momento da implementac¢do do ensaio, ao final de
5ede 10 meses, em triplicado para cada analise mas com duas unidades experimentais
(garrafa) para cada modalidade.

Figura 14 - Pormenor do ensaio no Laboratério de Tecnologia Alimentar da ESACB.

Fonte: Fotografia do autor

A partir destes garrafdes encheram-se 36 garrafas de vidro escuro do tipo marasca
0,5 L (Figura 15) que foram vedadas de forma alternada (por causa do tempo de
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exposicao ao ar) com os diferentes tipos de capsula tendo-se obtido as diferentes
unidades experimentais com a seguinte distribui¢do e respetivos cddigos:
¢ 12 garrafas com capsula metalica (C);
e 12 garrafas com rolha de cortica revestida com cera de abelha (R);
12 garrafas com rolha de cortica natural com capsula bartop (RC).

As amostras foram preparadas no dia 13/03/2015 e colocadas de imediato na
estufa, ao abrigo da luz e a temperatura controlada. A estufa foi regulada para 22 °C por
se ter considerado que este valor corresponde a temperatura média mais comum a que
as embalagens de azeite estdo sujeitas nos pontos de venda.

Figura 15 - Apresentacao das diferentes unidades experimentais.

Fonte: Fotografias cedidas por Prof. Ofélia dos Anjos
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5.2 Métodos

Os métodos analiticos utilizados na medi¢dao dos varios parametros do ensaio e a
respetiva referéncia sao os indicados na Tabela 5.

Tabela 5 - Métodos utilizados na determinacao dos diferentes parametros.

Parametro Método Referéncia
)
Acidez Volumetria (titulacdo acido-base) Reg. (UEEI;IE;O?;?S/ 2013,

indice de peréxido

Volumetria (titulacdo redox)

Reg. (UE) N° 1348/2013, Anexo
11

Espectrometria no UV

Espectroscopia no ultravioleta

Reg. (UE) N21348/2013, Anexo

IX
Exame organoléptico Painel de provadores treinado Reg. (UE) N_X?134/ 2013, Anexo
Composicao em ' ) Reg. (UE) N21348/2013
Acidos gordos Cromatografia gasosa (GC-FID) Anexo XA
Composicdo em e i Reg. (UE) N21348/2013
triacilglicerdis Cromatografia liquida (HPLC-IR) Anexo XVIII

Fendis totais

Espectroscopia VIS

Pizarro etal, 2013

Tocoferdis Cromatografia liquida (HPLC-FLD) Peres etal, 2016
Pigmentos ]
clorofilinos Espectroscopia VIS Pokorny et al., 1995
Humlda(’ie le matérias Estufa 103-105°C COL/OH /Doc. N° 1, 2011
volateis

Estabilidade oxidativa

Rancimat, T=120°C; 20 L/h

ISO 6886:2006

K225

Espectroscopia no ultravioleta

Gutierrez-Rosalez et al., 1992

5.3 Tratamento de dados

O tratamento estatistico dos resultados obtidos foi efetuado através do programa

Statistic da StatSoft versido 7. Foi efetuada uma analise de variancia considerando os

dois fatores em estudo (tipo de fecho e tempo de embalamento), a interacdo entre eles

e o calculo da percentagem de variacao correspondente a cada um. Sempre que um dos

fatores apresentou variancia significativa, executou-se um teste de comparagao de
meédias (teste de Scheffe) para um nivel de significancia de a=0,05.

Para os resultados da ANOVA foram considerados os diferentes niveis de
significancia em fung¢do do valor de p: *** - altamente significativo para p<0,001;** -

muito significativo para p<0,01; * - significativo para p<0.05; n.s. - ndo significativo

para p>0.05).

Foi ainda efetuada a andlise de componentes principais com recurso ao programa
estatistico Statistic da StatSoft versdo 7 de modo a estudar a relagdo entre variaveis e

entre unidades amostrais.
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6. Resultados e discussao

6.1 Caracterizacao do Lote de Azeite Base do Ensaio

6.1.1 Triacilgliceréis e acidos gordos

Na Tabela 6 sao apresentados os valores da composi¢do em triacilgliceréis no azeite
base do ensaio, no momento inicial. Estes valores estdo dentro dos intervalos legais
para os azeites virgem extra e de acordo com os valores reportados na literatura (Vaz-
Freire et al., 2008).

Tabela 6 - Composicao em triacilglicerois (%) do lote de azeite base do ensaio (Média + desvio
padrao).

Triacilgliceréis (%) Inicio
LLL 0,178 + 0,007
OLLn + PoLL 0,049 + 0,009
PLLn 0,064 + 0,002
OLL 1,391 + 0,062
OOLn + PoOL 1,509 £ 0,099
PLL + PoPoO 0,582 + 0,092
POLn +PPoPo +PPoL 0,852 + 0,032
OOL + LnPP 9,805 + 0,093
Po0OO 2,850+ 0,028
ELL + PLO 5,709 + 0,023
PoOP + EPoL + EOLn + EPoPo 1,610 £ 0,023

(PLP) + (000 + PLP + PoPP)

38,082 £ 0,078

(EOL) + (POO)

27,212 £ 0,183

POP 4,060+ 0,067
EOO 4,501 + 0,431
POE + ELE 1,546 £ 0,431

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores da composi¢ao quimica em acidos gordos
no azeite base do ensaio, no momento inicial. Verifica-se que estes valores estdo dentro
dos limites definidos no Regulamento (UE) n21348/2013 de 16 de Dezembro que
determina o teor, em percentagem, para os azeites virgem extra e de acordo com os
valores referidos na literatura (Farhoosh e Hoseini-Yazdi, 2014; Peres et al., 2013).

A propor¢do MUFA:PUFA que é uma medida da tendéncia do azeite para a auto-
oxidacao (Beltran et al., 2004) apresenta um valor, significativamente alto (8,72)
traduzindo-se numa elevada estabilidade oxidativa do azeite em analise.
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Tabela 7 - Acidos gordos (%) componentes do lote de azeite base do ensaio (Média + desvio padrao).

Acidos Gordos Inicio

Acido Miristico (C14:0) 0,01 +£0,00
Acido Palmitico (C16:0) 14,56 £ 0,13
Acido Palmitoleico (C16:1) 1,73 £ 0,01
Acido Margarico (C17:0) 0,12 + 0,00
Acido Margaroleico C17:1 0,24 £ 0,00
Acido Esteérico (C18:0) 3,17 £ 0,25
Acido Oleico (C18:1) 70,88 + 0,06
Acido Linoleico C18:2) 7,54 + 0,02
Acido Linolénico (€C18:3) 0,85 % 0,00
Acido Araquidico (€20:0) 0,43 0,00
Acido Araquidénico (C20:1) 0,24 +0,00
Acido Beénico (€22:0) 0,13 £0,01
Acido Ertcico (€22:1) 0,00 + 0,00
Acido Lignocérico (C24:0) 0,06 + 0,00
Acidos gordos mono insaturados (MUFA) 73,19 £ 0,01
Acidos gordos polinsaturados (PUFA) 8,39 +0,02
Acidos gordos saturados (SFA) 18,41 £ 0,12
MUFA:PUFA 8,72

6.1.2 Critérios de qualidade

Para se avaliar a qualidade de um azeite virgem existe legislacdo especifica que
determina os parametros que devem ser analisados.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores obtidos no ensaio para os parametros de
qualidade - acidez, indice de perdxido, analise espetrofotométrica e sensorial - e o
respetivo Limite Legal, definido nos critérios de qualidade do azeite virgem extra de
acordo com o Reg. (UE) N2 1348/2013.
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Tabela 8 - Resultados dos critérios de qualidade do azeite base (Média + desvio padrao) e
respetivos limites legais para AVE

A Média e Limite legal para Azeite
Parametros . . .
desvio padrao Virgem Extra
Acidez
(% acido oleico) 0,27+0,00 <080
Indice de peréxido
(meq 02/kg azeite) 6,15+ 0,33 <20,00
K232 1,60 £ 0,00 <2,50
K270 0,15+ 0,00 <0,22
AK 0,00 <0,01
Exame organolético Mf=6; Md=0 Mf>0; Md=0

Mf - Mediana do frutado; Md - Mediana dos defeitos

A acidez de um azeite virgem tem a ver com as reac¢des de hidrolise que provocam
a rutura dos triacilgliceroéis e consequente formagdo de acidos gordos livres. Segundo
Kiritsakis (1998), o aumento da acidez de um azeite estd dependente de varios fatores
como o estado sanitario dos frutos, a data de colheita destes ou as condi¢des de
extracdo do azeite no lagar.

0 indice de per6xido mede o estado de oxidacao do azeite e € um indicador do seu
estado de conservacdo/deterioracdo. Os peréxidos sdo os produtos primadrios da
oxidacdo, responsaveis pela formacao de compostos com sabor e odor desagradaveis
como o ranc¢o, tendo grande impacto no tempo de prateleira (Kiritsakis, 1998;
Gunstone, 2002; Mailer e Beckingham, 2006).

A andlise espectrofotométrica na regiao do UV estd interligada com a oxidagdo e os
valores dos coeficientes de extingdo especifica K270, K232 e AK sdo utilizados para
avaliar a autenticidade e a qualidade do azeite fornecendo informagdes sobre o seu
estado de conservacdo e as alteracdes causadas no processamento. Valores baixos dos
coeficientes indicam boa qualidade do azeite (Kiritsakis, 1992; Boskou, 1998).

A avaliacdo sensorial de um azeite virgem esta relacionada com os chamados
atributos positivos (frutado, amargo e picante) e negativos (tulha, mofo, rango, por
exemplo), entre outros.

Verifica-se que todos os parametros analisados apresentam valores dentro dos
limites legais, o que era de esperar dado tratar-se de um azeite premiado.
6.1.3. Fenois totais, tocoferédis, pigmentos clorofilinos, K225 e estabilidade
oxidativa

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores determinados para os varios parametros,
no inicio do ensaio (lote de azeite base), e a comparag¢ao com os valores da literatura.
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Tabela 9 - Valores medidos no inicio do ensaio (lote de azeite base), valores da literatura e
respetiva referéncia bibliografica para os varios parametros.

Parimet Inicio val da literat Referéncia
arametros alores da i1iteratura T 7
(Azeite Base) bibliografica
Fendis totais
(mg GAE,/Kg) 302,95 + 4,64 50-1000 Boskou et al,, 2006
285,07 - 393,89 (Galega)
a-tocoferol (mg/Kg) 384,25 290,25 - 448,67 Peresetal, 2016
(Cobrancgosa)
B-tocoferol (mg/Kg) 3,93 3,46 - 4,95 Peresetal, 2016
y-tocoferol (mg/Kg) 7,76 5,77 - 20,15 Peresetal, 2016
Pigmentos 40,64 + 0,24 3,01-79,3 Peres et al,, 2016
clorofilinos
Gutierrez-Rosales,
Ka22s 0,20 £ 0,00 0,068 - 0,454 1995
Estabilidade 23-42 Peresetal., 2016
Oxidativa (h) 18,63+0,89 9-188 Maia, 2014

Da comparacgao entre os dados obtidos neste estudo e os da literatura verifica-se
que os resultados de todos os parametros se encontram de acordo com os valores
referenciados na literatura.

Os valores referidos por Boskou et al. (2006b) relativos aos fenodis totais foram
obtidos em sistema Abencor. De acordo com este autor (Tabela 10), pode-se classificar
o teor de fendis da amostra base de azeite como apresentando uma gama média.

Tabela 10 - Valores de fenois totais para dez azeites monovarietais obtidos a partir de amostras
de azeitonas de dez cultivares, do mesmo olival e em estado normal de maturacao.

Teor em
Cultivar (e respetivo pais de origem) fenois Gama
(mg/kg)
Verdial de Velez (Espanha) 50-200 Baixa
Blanqueta, Hojiblanca, Picudo e Pedondilla 200-500 Média
(Espanha)

Empeltre e Picual (Espanha) ~500 Média -Alta
Koroneiki (Grécia), Pajarero (Espanha), 500-1000 Alta

Picholine (Marrocos)

Fonte: Adaptado de Boskou et al., 2006

27



Luis Manuel Machado Brito Coutinho Dias

Os valores apresentados por Peres et al,, (2016) para o a-tocoferol (Tabela 9) sao
relativos as cultivares “Galega” e “Cobrancgosa” e o lote de azeite base utilizado neste
estudo foi, precisamente, produzido a partir de azeitonas destas variedades na
proporg¢ao 1:1. Verifica-se que os resultados da analise deste parametro estdo em
consonancia com os obtidos por este autor; o mesmo se aplica ao (3-tocoferol e ao y-
tocoferol.

Relativamente a estabilidade oxidativa, os valores apresentados por Peres et al.
(2016) foram obtidos em azeite de sistema Abencor e os valores referidos por Maia
(2014) sao relativos a um azeite produzido em lagar. Constata-se que o valor
encontrado no lote de azeite base do ensaio (obtido em lagar, como referido atras) esta
de acordo com o referido por Maia (2014), embora os valores da estabilidade oxidativa
estejam fortemente dependentes da maturacao das azeitonas utilizadas na extragdo do
azeite (Peres et al, 2016).

6.2 Estudos de armazenamento com diferentes tipos de vedante

Na Tabela 11 sdo apresentados os valores determinados para os acidos gordos e
para a acidez livre no inicio do ensaio e ao fim de 10 meses para os trés tipos de
vedante. Da comparacao dos resultados obtidos verifica-se que os valores sdo muito
semelhantes entre os trés sistemas de fecho, ao fim dos 10 meses, e entre estes e os
valores correspondentes a amostra inicial para os varios acidos gordos e para os MUFA,
os PUFA e os SFA.

No que se refere a acidez livre verifica-se que ao fim de 10 meses sdo os azeites
vedados com capsula metalica que apresentam valores mais elevados. Aumentos
semelhantes, 0,1-0,2%, sdo reportados por Peres et al. (2009) em estudos efetuados ao
longo de um ano de armazenamento. Neste sentido, é importante ter-se atencao
quando se embala azeite proximo do limite legal.
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Tabela 11 - Acidos gordos (%) e acidez livre (%) no inicio e ao fim de 10 meses para os diferentes

tipos de capsula (Média + desvio padrao).

Acidos Gordos Inicio (To) C (T10) R (T10) RC (T10)
Acido Mirfstico (C14:0) 0,01 + 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00
Acido Palmitico (C16:0) 1456+ 0,13 14,61+0,044 14,66+ 0,028 14,64+ 0,0096
Acido Palmitoleico (C16:1) 1,73+ 0,01 1,75 0,01 1,74 £0,00 1,74 £0,00
Acido Margarico (C17:0) 0,12 + 0,00 0,12 £0,00 0,12 +0,00 0,12 +0,00
Acido Margaroleico C17:1 0,24 + 0,00 0,24 £0,00 0,24 +0,00 0,24 +0,00
Acido Estedrico (C18:0) 3,17 + 0,25 3,45 +0,28 2,94 £0,00 3,15 +0,00
Acido Oleico (C18:1) 70,88 + 0,06 70,67 £0,31 71,13 £0,04 70,97 0,27
Acido Linoleico C18:2) 7,54 + 0,02 7,43 £0,02 7,49 +0,00 7,47 £0,25
Acido Linolénico (C18:3) 0,85+ 0,00 0,84 +0,00 0,85 +£0,02 0,85 0,01
Acido Araquidico (C20:0) 0,43 +£ 0,00 0,42 £0,00 0,41+ 0,00 0,42 +0,00
Acido Araquidénico (C20:1) 0,24 + 0,00 0,24 £0,00 0,24 +0,01 0,24 +0,00
Acido Beénico (C22:0) 0,13+ 0,01 0,13+ 0,02 0,11 +0,00 0,11 +0,00
Acido Ertcico (C22:1) 0,00 + 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
Acido Lignocérico (€24:0) 0,06 + 0,00 0,05 + 0,00 0,05 +0,00 0,05 +0,00
MUFA 7319+0,01  7296+030  73,41+0,00 73,25 £0,26
PUFA 8,39+ 0,02 8,26 + 0,03 8,34 +0,02 8,32 £0.01
SFA 1841+0,12  1878+0,33  18,25+0,02 18,44£0,27

Acidez (% 4c. oleico) 0,27 + 0,00 0,41 + 0,00 0,37 + 0,00 0,38 + 0,00

C - capsula metalica com interior de polimero; RC - rolha de cortica capsulada; R - rolha de cortica

coberto de cera de abelha; Ty - tempo zero; T4 - apos 10 meses de armazenamento.

29



Luis Manuel Machado Brito Coutinho Dias

Na Tabela 12 é apresentado o resumo da analise de varidncia para os seguintes
parametros: pigmentos clorofilinos, indice de peroéxido, K270, K232, fendis totais e Kzzs.

Tabela 12 - Resumo da analise de variancia para os dois fatores estudados (V e M).

Parametros Origem da variacio G.L. F Sig. Var. (%)
Tipo de vedante (V) 2 1.30 0.285(ns) 0.0
Pigmentos Meses (M) 2 35.00 0.000(***) 79.1
clorofilinos  VxM 4 4.60 - 0.0
Residuo 36 20.8
Tipo de vedante (V) 2 85.47 0.0000(***) 30.7
) M 0.0000(***
Indice de Meses (M) 2 41.19 ™ 14.6
peréxido VxM 4 48.03 0.0000(***) 51.4
Residuo 36 3.3
Tipo de vedante (V) 2 120.69 0.0000(***) 12.0
Meses (M) 2 48291  0.0000(**%) 48.2
K
270 VxM 4 13069  0.0000(**%) 38.9
Residuo 36 0.9
Tipo de vedante (V) 2 3.92 0.0288(*) 10.0
Meses (M) 2 18.26 0.0000(***) 59.2
K232
VxM 4 2.43 0.0655(ns) 0.0
Residuo 36 30.8
Tipo de vedante (V) 2 28.96 0.0000(***) 3.6
Meses (M) 2 72477  0.0000(**%) 93.2
Fendis totais Ty 4 6.38 0.0005(***) 21
Residuo 36 1.2
Tipo de vedante (V) 2 8.84 0.0008(***) 11.6
Meses (M) 2 36.93 0.0000(***) 53.3
Kazs
VxM 4 5.88 0.0010(**) 21.7
Residuo 36 13.3

G.L. - graus de liberdade; Q.M. - quadrado médio; Sig. — Nivel de significancia (*** - altamente
significativo para p<0,001;** - muito significativo para p<0,01; * - significativo para p<0.05; n.s. -
ndo significativo para p>0.05); Var. (%) - Variancia esperada expressa em % da varidncia total.
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O teor dos pigmentos clorofilinos é apenas afetado pelo periodo de armazenamento,
explicando este fator 79,1% da variacdo observada. Neste caso ha ainda a considerar o
residuo responsavel por 20,8% da variagado total. Esta variacdo deve-se nao apenas a
variabilidade observada (especialmente nas amostras em que o sistema de fecho é a
capsula - Figura 16), mas também a outros fatores que nao foram considerados neste
trabalho e que podem estar relacionados com a oxidacdo e consequente degradacao
dos pigmentos clorofilinos. De facto, segundo Huie e Neta (2002), a presenca de
oxigénio e a diminuicdo de carotenoides (os carotenoides funcionam como protetores
da destruicdo da clorofila) levam a uma degradac¢do da clorofila com a consequente
diminuicdo do seu teor ao longo do tempo. Para Gross (1991) a diminuicdo dos
carotenoides é influenciada pelo aumento dos radicais livres.

Pela analise da Figura 16, pode observar-se que os valores de pigmentos clorofilinos
diminuem com o tempo de armazenamento independentemente do sistema de fecho
utilizado.
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Figura 16 - Variacao do teor de pigmentos clorofilinos ao longo do tempo de armazenamento (0
meses, 5 meses e 10 meses) para os trés tipos de fecho: C - capsula metalica com interior de
polimero; RC - rolha de cortica com capsula bartop; R - rolha de cortica coberta de cera de abelha.
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A oxidacao de um azeite pode ser avaliada pelo indice de pero6xido, sendo por isso
um parametro de controlo da qualidade de extrema importancia. Para valores mais
elevados de oxidagdo o azeite pode ficar com o defeito de ranco, perdendo a sua
qualidade. O indice de per6xido é uma variavel discriminante para separar azeites
submetidos a armazenamento no escuro (Mayler e Ayton 2010).

Para o presente estudo o valor do indice de peréxido apresenta variacdao ao longo
do tempo de armazenamento (Figura 17), sendo o efeito dos dois fatores em estudo
altamente significativo, bem como a sua interacao.

O efeito do tipo de vedante explica 30,7 % da variagdo total observada e o fator
meses 14,6 %. As interagoes entre os dois fatores explicam praticamente metade da
variacdo pelo facto de para o azeite com sistema de fecho com capsula metdlica se
observar um aumento significativo ao longo do tempo de engarrafamento.

Os resultados obtidos por Ayton et al. (2012) nos ensaios de armazenamento com
inertizacao em diferentes azeites australianos, e a varias temperaturas (15, 20 e 37°C)
mostram uma diminui¢do do IP para todas as temperaturas e para todos os azeites ao
longo do tempo. Por se turno, os resultados obtidos por Méndez e Falqué (2007) de
armazenamento em diferentes embalagens (plastico, vidro, metal e tetra-brik)
mostram um aumento do IP para todos os tipos de embalagem apds seis meses.
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Figura 17 - Variacao do indice de perdxido ao longo do tempo de armazenamento (0 meses, 5
meses e 10 meses) para os trés tipos de fecho: C - capsula metalica com interior de polimero; RC
- rolha de cortica com capsula bartop; R - rolha de cortica coberta de cera de abelha.
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O valor do K232 apresenta variagdo ao longo do tempo de armazenamento (Figura
18), sendo o efeito do fator M altamente significativo explicando 59,2% da variacao
observada e o fator V significativo explicando 10,0% da variacao total observada. A
interacdo entre os dois efeitos é nula sendo o residuo responsavel por 30,8% da
variacdo. Esta deve-se ndo apenas a variabilidade observada ap6s 5 meses de
armazenamento, com a capsula metalica e com a rolha de cortica com capsula em que
se verifica um aumento dos valores. Aos 10 meses para as amostras com rolha de
cortica coberta de cera de abelha e com rolha de cortiga capsulada verifica-se uma

diminuicdo deste indice espetrofotométrico.

Osresultados obtidos por Ayton et al. (2012) mostram um aumento do K232ao0 longo
do armazenamento.
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Figura 18 - Variacao do Kz3;ao longo do tempo de armazenamento (0 meses, 5 meses e 10 meses)
para os trés tipos de fecho: C - capsula metalica com interior de polimero; RC - rolha de cortica
com capsula bartop; R - rolha de cortica coberta de cera de abelha.
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O valor do Kz7o regista uma variagdo altamente significativa devida ao fator tempo
de armazenamento (48,2%), ao fator tipo de vedante (12,0%) e ao fator interacdo entre
estes dois fatores do estudo (38,9%) sendo o residuo praticamente inexistente. Da
analise da Figura 19 observa-se que ha um aumento dos valores do K270 ao longo do
tempo para todos os tipos de vedante mas que ao fim dos 10 meses os trés tipos de
capsula apresentam valores diferentes entre eles. Enquanto os azeites vedados com a
capsula de rolha com cera tém valores semelhantes ao da amostra inicial os outros dois
vedantes apresentam valores bastante mais elevados. De facto, o valor relativo a
capsula metalica mantém-se dentro da ordem de grandeza verificada ao fim dos 5
meses mas o da rolha de cortica com capsula aumenta significativamente
relativamente ao periodo de tempo anterior. Verifica-se que as amostras com rolha
bartop ao fim de 10 meses se apresentam com o valor limite de K270 para AVE (0,22).
Estudos de armazenamento com diferentes embalagens mostram um aumento deste
indice para todos os vasilhames, verificando-se no caso do vidro e para a variedade
“Picudo” que o limite para AVE é ultrapassado ao fim de 9 meses (Serrano et al, 2017).
Assim, este indice parece ser um bom marcador para avaliar o armazenamento de

azeites.
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Figura 19 - Variacao do K;7o ao longo do tempo de armazenamento (0 meses, 5 meses e 10 meses)
para os trés tipos de fecho: C - capsula metalica com interior de polimero; RC - rolha de cortica
com capsula bartop; R - rolha de cortica coberto de cera de abelha.
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0 K225 apresenta uma variacao de 53,3% no fator tempo de armazenamento e uma
variacdo de 11,6% no fator tipo de vedante. Estas variagcdes sdo altamente
significativas. A interacdo entre fatores tem uma variacdo de 21,7% e é muito
significativa. O residuo apresenta um valor de 13,3% que se devera as diferencas entre
o tipo de vedante R e os outros dois tipos de fecho. Na Figura 20 observa-se para os
trés tipos de vedante ao fim de 5 meses valores semelhantes ao momento inicial e para
os 10 meses uma diminui¢do para os trés tipos de vedantes, especialmente para os
azeites vedados com rolha.

Estes resultados ndo estdo em concordancia com os reportados por Peres et al.
(2009) dado que ndo houve variagdo do Kzzs5 ao longo dos 5 primeiros meses de
armazenamento tendo ocorrido um decréscimo dos valores somente na medigcao
efetuada ao fim dos 10 meses de armazenamento.
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Figura 20 - Variacao do K;,5 ao longo do tempo de armazenamento (0 meses, 5 meses e 10 meses)

para os trés tipos de fecho: C - capsula metalica com interior de polimero; RC - rolha de cortica
com capsula bartop; R - rolha de cortica coberto de cera de abelha.
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O teor de fendis totais apresenta uma variabilidade muito significativa (93,2%) do
fator M. Com efeito, da andlise do grafico da Figura 21 constata-se que, apds dez meses
de armazenamento, ha uma diminuicdo da concentracdo em compostos fendlicos
relativamente ao momento inicial e ao periodo 5 meses. Também se verifica uma
variabilidade muito significativa do fator V (3.6%) e do fator VxM (2,1%), mas muito
menor que a verificada para o fator tempo. No grafico abaixo podemos observar, ainda,
a diferenca no teor em fenois entre azeites com os trés tipos de vedante; a concentracao
dos compostos fendlicos presentes nas amostras vedadas com capsula metdlica é mais
baixa que a das amostras vedadas com os dois tipos de rolha de cortica quer a 5 quer a
10 meses.

Nos resultados de Ayton et al. (2012), também os polifendis diminuem ao longo do
tempo de armazenamento para todos os tipos de azeite ensaiados.
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Figura 21 - Variacdo do teor de fenois totais ao longo do tempo de armazenamento (0 meses, 5
meses e 10 meses) para os trés tipos de fecho: C - capsula metalica com interior de polimero; RC
- rolha de cortica com capsula bartop; R - rolha de cortica coberto de cera de abelha.
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Na Figura 22 sdo apresentados os resultados para os teores em a-tocoferol na
amostra inicial e ao fim de 10 meses. Tal como referido anteriormente, trata-se do
tocoferol maioritario dos azeites virgens e, portanto, aquele que apresenta uma maior
variacdo (Deiana et al., 2002). Desta andlise constata-se que ha uma diminuicao dos
valores ao fim dos 10 meses para os trés tipos de vedante relativamente ao momento
inicial e que esta diminuicdo é maior no caso da amostra fechada com capsula metalica
e semelhante entre azeites com os dois tipos de rolha de cortica. Em geral, por se tratar
de anti-oxidantes, os valores dos tocoferdis e nomeadamente os do «-tocoferol
diminuem ao longo do tempo, tal como se verifica para ensaios efetuados por Ayton et
al. (2012).

450 -
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Figura 22 - Teores em a-tocoferol no inicio e apds 10 meses de armazenamento para os trés tipos

de fecho. |- inicio, C- capsula metalica com interior de polimero; R- rolha de cortica capsulada
com cera de abelha; RC- rolha de cortica com capsula bartop.
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Os valores da estabilidade oxidativa (Figura 23) mostram que ao fim de 10 meses
de embalamento hd uma diminuicdo da estabilidade oxidativa para todos os tipos de
vedante sendo que este decréscimo é mais acentuado para as amostras com capsula
metdalica que para as amostras com os dois tipos de rolha de cortica e semelhante entre
estes dois.

0 decréscimo da estabilidade oxidativa com o tempo de armazenamento esta em
linha com outros autores (Peres et al, 2009) para os quais esta diminuicao dever-se-a
ao decréscimo que se verifica nos tocoferois e noutros compostos fendlicos, situacao
que esta de acordo com os resultados obtidos neste ensaio (Figuras 21 e 22).
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Figura 23 - Estabilidade oxidativa no inicio e apds 10 meses de armazenamento para os trés tipos

de fecho. |- inicio, C- capsula metalica com interior de polimero; R- rolha de cortica capsulada
com cera de abelha; RC- rolha de cortica com capsula bartop.

38



Efeito do tipo de vedante da garrafa vs. qualidade do azeite virgem

Na Figura 24 apresentam-se os resultados da analise de componentes principais
que explica 65 % da variacgao total. Verifica-se que a componente 1 separa claramente
as amostras em funcdo do tempo de armazenamento. Para o caso dos azeites com 10
meses de armazenamento verifica-se também uma clara separac¢ao entre as amostras
vedadas com capsula metalica comparativamente as amostras vedadas com rolha ou
bartop.

Para 5 meses de armazenamento, as amostras de azeite vedadas com rolha de
cortica apresentam caracteristicas quimicas diferentes das restantes e mais préximas
das observadas para o azeite no tempo zero de armazenamento.

A diferencia¢do das amostras de azeite, com 10 meses de armazenamento, vedadas
com capsula deve sobretudo aos valores mais elevados de K270 e IP. No que concerne
as amostras armazenadas a 5 meses verifica-se que os parametros diferenciadores sao
um maior contetido de fendis e PC para as amostras vedadas com rolha de cortiga.
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Figura 24 - Analise de componentes principais: Tipo de vedante (C; R e RC); Meses (5 e 10).
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6.3 Estudo de mercado

Como complemento a andlise quimica realizada no ambito deste trabalho foi
elaborado um questionario (em Apéndice) com o objetivo de se avaliar a preferéncia
do consumidor relativamente ao tipo de vedante utilizado no fecho de garrafas de
azeite. Este questionario, realizado on-line, entre os meses de Agosto de 2016 e de
Fevereiro de 2017 obteve 300 respostas.

As questdes colocadas estdo relacionadas com os critérios de imagem e de
funcionalidade da garrafa de azeite em fun¢do dos trés tipos de vedante e, ainda, com
a decisdo a tomar pelo consumidor no momento da compra perante a possibilidade de
escolher entre uma garrafa de vidro fechada com cipsula metélica e uma garrafa de
vidro fechada com rolha de cortica; esta escolha foi feita com o conhecimento dos
pressupostos relacionados com as caracteristicas do tipo de material utilizado na
capsula metdlica e na rolha de cortica, nomeadamente, em termos energéticos, de
emissao de COz, de residuos produzidos e da valoriza¢cdo dos produtos naturais.

Para caracterizar o perfil dos inquiridos neste estudo de mercado foi solicitada
informacao sobre o género, a idade, as habilitacdes literarias e o concelho de residéncia
destes.

Da anadlise dos dados relativos ao universo da amostra conclui-se que o nimero de
respostas por género é praticamente igual conforme apresentado na Figura 25, isto é,
52% de homens e 48% de mulheres.

Género

H Feminino

w Masculino

Figura 25 - Percentagem de respostas por sexo.

Relativamente a idade dos inquiridos obtiveram-se respostas de todas as faixas
etarias, desde os dezoito até aos setenta e seis anos.

As habilitacdes literarias dos individuos sdo distribuidas em quatro niveis de
escolaridade nas percentagens indicadas na Figura 26. Os dados obtidos revelam um
publico com um grau de formacgao elevado.
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Em termos de morada de residéncia verifica-se uma distribuicao das respostas por
varias dezenas de concelhos de todas as regides do territério continental portugués e
ainda uma resposta de Toronto no Canada e uma de Toulouse em Franca, ou seja, esta-
-se em presenca de uma amostra representativa em termos geograficos.

Habilitagoes

H Doutoramento

m mestrado

 Licenciatura

122 ano

Figura 26 — Percentagem de respostas por nivel de escolaridade.

Considerou-se interessante colocar uma questao acerca da importancia, para o
consumidor, da origem e do modo de producao do produto a adquirir. Verificou-se que
é valorizada a producdo nacional e o produto BIO (Figura 27). Este dado adicional pode
ajudar a compreender as tendéncias atuais do consumao.

Modo de produgao
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\

= MPB

E MPB, PN
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MPB - Modo de Producéo Bioldgica; PN - Producédo Nacional

Figura 27 - Percentagem de respostas por origem e modo de producao.
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Em relacdo a funcionalidade na abertura da garrafa a op¢do dos inquiridos vai,
claramente, para a rolha de cortica com capsula bartop, seguindo-se a capsula metalica
(Figura 28). E curioso constatar que, apesar da necessidade de utilizagio de saca-rolhas
para retirar a rolha revestida com cera de abelha, 14% prefere este sistema de fecho.
Estas percentagens revelam haver lugar para todos os tipos de vedante.

Funcionalidade na aberturada
garrafa

mC
mRC

mR

C - Capsula metalica; RC - Rolha de cortica com capsula bartop; R - Rolha de cortica revestida com cera de abelha

Figura 28 — Percentagem de respostas por tipo de vedante em relacédo a funcionalidade na
abertura da garrafa.

No que diz respeito a imagem da embalagem mais de dois tercos dos inquiridos
preferem a rolha de cortiga a capsula metdlica (Figura 29). Neste item, a preferéncia
pelarolha de cortica revestida com cera de abelha ultrapassa a preferéncia pela capsula
metalica.

Imagem

mC
= RC

HR

C - Capsula metalica; RC - Rolha de cortica com capsula bartop; R - Rolha de cortica revestida com cera de abelha

Figura 29 — Percentagem de respostas por tipo de vedante em funcao da imagem.
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Por ultimo, perante a decisao a tomar no ato de compra de uma garrafa de azeite,
70% dos inquiridos diz preferir a embalagem com rolha de cortiga,
independentemente do tipo de rolha, contra 30% que preferem a capsula metalica
(Figura 30).

Opgao entre capsula de cortiga
ou metalica

mC

mRC

C - Capsula metalica; RC - Rolha de cortica

Figura 30 — Percentagem de respostas por tipo de vedante entre capsula de cortica ou metalica

Parte dos inquiridos fez comentarios relacionados com este assunto, uns
justificando a op¢do tomada e outros dando sugestoes.

Um dos aspetos mais referidos prende-se, independentemente do tipo de capsula,
com a escorréncia de azeite pelo bocal da garrafa aquando da sua utilizagdo. Nalguns
casos sao mesmo sugeridos doseadores para as garrafas. Ha também a referéncia a
nova rolha de cortica desenvolvida pela Corticeira Amorim. - sistema Helix
(http://www.amorimcork.com/pt/products/catalogue/helix/). Alguns comentarios
indicam que um produto natural e saudavel como o azeite merece um produto natural

como a cortica, que este material é o mais compativel com o MPB e outros indicam,
ainda, a importancia da realizacdo de uma campanha de divulgacao que mostre haver
outras hipéteses de fecho das garrafas de azeite que nao s6 a convencional capsula
metalica.

Todos estes elementos indiciam a possibilidade de utilizacao da cortica no fecho das
garrafas de azeite abrindo novas oportunidades aos setores do azeite, da cortica e do
marketing.
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7. Conclusoes

O presente estudo apresenta importantes resultados para produtores e
embaladores de azeite e, paralelamente, para a industria da cortica.

De facto, dos resultados do inquérito efetuado 70% dos inquiridos diz preferir o
fecho de garrafa com rolha de cortica, abrindo um conjunto de oportunidades para este
material muito usado desde sempre nas garrafas de vinho mas com uma utilizacdo até
hoje quase residual nas de azeite, apesar do pre¢o das rolhas de cortica no mercado
apresentar valores semelhantes ao das screw cap.

O lote utilizado de “Cobrancosa” e “Galega”, que pode ser comum a azeites das
regides olivicolas nacionais, torna os resultados interessantes para muitos produtores.

Em termos gerais, partimos de um lote com uma relagio MUFA:PUFA alta e com
gama de fendis média. Assim, verificamos neste estudo que os azeites, ao fim de 10
meses de armazenamento, ainda mantém a designacdo de AVE pelas suas
caracteristicas quimicas.

Relativamente a andlise dos dois fatores estudados (tipo de vedante e tempo)
conclui-se que ha diferencas significativas entre as amostras com capsula metalica e as
amostras com os dois tipos de rolha de cortica nos parametros que medem a oxidacdo
(IP e absorvancias no UV).

Por outro lado, os azeites engarrafados com os dois tipos de rolha de cortiga
apresentam um comportamento similar, exceto no Kzzs.

No que concerne aos compostos fenoélicos (fendis totais e tocoferoéis) os resultados
mostram teores mais elevados para os azeites engarrafados com rolha de cortica, o que
conduz a uma estabilidade oxidativa mais alta dos azeites vedados nestas condigdes.

Do conjunto dos resultados obtidos, quer em termos de analise quimica quer de
mercado, pode concluir-se que é possivel haver um incremento da utilizagdo da cortica
como vedante de garrafas de azeite o que, a acontecer, traduzir-se-a num conjunto de
vantagens de ambito ambiental e econdmico e, ainda, num aumento de possibilidades
na area do design associado a imagem das embalagens de azeite.

Decorrente desta investigacdo considera-se importante a realizacdo de estudos
futuros que possam contribuir para o esclarecimento de dividas e o aprofundamento
de situacdes potencialmente interessantes que foram surgindo ao longo dos ensaios,
com destaque para os estudos de tempo de vida sensorial ja que o tipo de vedante pode
influenciar a presenca (ou auséncia) de compostos odorantes.
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9.Apéndice

Avaliacao da preferéncia do consumidor relativamente ao tipo de
vedante utilizado no fecho de garrafas de azeite

No ambito de uma tese de mestrado estudou-se a influéncia do material utilizado no fecho das
garrafas na qualidade final do azeite virgem extra.

O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da utilizagdo de rolha de corti¢ca natural, como sistema de
fecho de garrafas de vidro, na qualidade do azeite virgem ao longo do tempo de armazenamento.
Este estudo relaciona dois importantes clusters ibéricos, o azeite e a cortica, e corresponde a uma
solicitagdo direta do produtor para investigacéo.

Toda a informacéo recolhida é confidencial e apenas se destina a ser utilizada no ambito deste
estudo. O preenchimento completo do questionario demora menos de 3 minutos.

CONSUMO DE AZEITE

E consumidor de azeite? *
o [T Sim
o " Nao
Tem preferéncia por algum tipo de azeite? *

o [ Modo de produgéo biolégica

o [ Produgéo nacional

o [ Indiferente
Se, para uma mesma marca, na altura da compra de uma garrafa de
azeite puder escolher entre uma garrafa fechada com capsula metalica
e uma outra fechada com rolha de cortica, por qual das solu¢cées
apresentadas optaria? *

o [7 Garrafa fechada com capsula metalica.

o [I” Garrafa fechada com capsula de cortiga.

o [ Garrafa fechada com outro tipo de capsula.

Garrafas de azeite com diferentes tipos de
vedante
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ROLHA DE CORTICA REVESTIDA ROLHA DE CORTICA CAPSULA METALICA
COM CERA DE ABELHA COM CAPSULA BARTOP

Relativamente a IMAGEM da garrafa de azeite com os diferentes tipos
de vedante, qual é para si o que corresponde a sua preferéncia? *
" Rolha de cortica revestida com cera de abelha.

" Rolha de cortica com capsula bartop.

[ Capsula metalica.

[~ Nao é relevante.

Relativamente a FUNCIONALIDADE na abertura da garrafa, qual é o
tipo de vedante que corresponde a sua preferéncia? *

™ Rolha de cortiga revestida com cera de abelha.

" Rolha de cortica com capsula bartop.

[~ Capsula metalica.

[~ Nao é relevante.

Tendo em consideracao os seguintes
pressupostos:

- 0s resultados preliminares da presente investigagdo mostram que os dois
tipos de vedantes se comportam de forma muito semelhante na maioria dos
parametros analisados, isto €, a qualidade do azeite nao é influenciada pelo
tipo de material; - a cortica € um produto natural e nacional; - a industria da
cortica nao cria residuos, é neutra do ponto de vista energético e sustenta
um importante ecossistema; - o ciclo de vida das rolhas de cortica natural
produz significativamente menos emissdes de CO2 que o das capsulas
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metalicas (e o das rolhas de plastico) - o custo financeiro dos dois tipos de
vedantes é semelhante (Campos, 2009);

Como avalia a sua preferéncia relativamente a compra de azeite em
garrafa fechada com capsula metalica. *

1 2 3 4

Ndo me satisfaz & 1 { {° Totalmente satisfeito

Como avalia a sua preferéncia relativamente a compra de azeite em
garrafa fechada com rolha de cortiga. *

1 2 3 4

N3o me satisfaz & ¢ {7 Totalmente satisfeito

INFORMACAO GERAL

Género *

o { Masculino
o Feminino

Idade *

—

Habilitagoes literarias *

——

Concelho de residéncia *

——

Comentarios

L
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