(7

(- L

Instituto Politécnico
de Castelo Branco
Escola Superior
Agraria

Efeitos da Presenca de Gafa na Azeitona
nos Compostos Bioativos do Azeite

Cecilia Maria Marcelo da Silva Gouveia

Orientadores
Professora Doutora Maria de Fatima Pratas Peres

Professora Doutora Maria Suzana Leitdo Ferreira Dias Vicente

Dissertacdo apresentada a Escola Superior Agraria de Castelo Branco do Instituto Politécnico
de Castelo Branco para cumprimento dos requisitos necessarios a obtencdo do grau de
Mestre em Engenharia Agrondmica, realizada sob a orientagdo cientifica da Professora
Adjunta Maria de Fatima Pratas Peres, do Instituto Politécnico de Castelo Branco e da
Professora Associada com Agregacdo Maria Suzana Leitdo Ferreira Dias Vicente do Instituto
Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa.

Maio 2023



I1



Composicao do juri

Presidente do jdri
Doutor Paulo Alexandre Justo Fernandez

Professor Adjunto da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco.

Vogais
Arguente:
Doutor Jodo Pedro Martins da Luz

Professor Coordenador da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo
Branco.

Orientadores:
Doutora Maria de Fatima Pratas Peres

Professora Adjunta da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco.

Doutora Maria Suzana Leitdo Ferreira Dias Vicente

Professora Associada com Agregacdo do Instituto Superior de Agronomia da
Universidade de Lisboa.

I11



IV



Dedicatoria

Em memoria do meu pai...



VI



Agradecimentos

Ao concluir este trabalho, quero manifestar o meu profundo agradecimento a todas as
pessoas que contribuiram para a sua concretizagao.

Em primeiro lugar agradeco as minhas orientadoras, Professora Doutora Maria de Fatima
Pratas Peres e Professora Doutora Suzana Ferreira-Dias, pela pronta disponibilidade que
mostraram para a orientacao cientifica deste trabalho.

Um agradecimento muito especial a Professora Doutora Maria de Fatima Pratas Peres
pelo acompanhamento sistematico deste trabalho e pelo seu envolvimento incondicional na
supervisao e revisao desta dissertacao, pelos seus conselhos, pelo seu espirito critico pelos
seus ensinamentos, assim como pela paciéncia e amizade demonstradas ao longo de todo o
tempo que temos trabalhado juntas.

A Professora Doutora Suzana Ferreira-Dias pela orientacio, ajuda e dedicagio no
acompanhamento e revisdo deste trabalho.

Ao Instituto Politécnico de Castelo Branco, nomeadamente, a Escola Superior Agraria de
Castelo Branco por me ter cedido todos os meios necessarios para a realizacdo deste trabalho.

Ao Projeto ModOliveColl por me ter proporcionado integra-lo para realizar este estudo.

A minha colega Eng. Conceigdo Vitorino, pela imensa ajuda que me concedeu em toda a
parte experimental deste trabalho.

As minhas colegas e amigas Dra. Maria Helena Martins e Eng. Natalia Roque que desde o
inicio, prontamente se disponibilizaram para me prestar ajuda, de uma forma que ja ndo
julgava ser possivel.

A estagiaria Beatriz Azinheira, pela sua ajuda e apoio moral.

A Dra. Elisa Ribeiro e a Dra. Fatima Graca pelas suas palavras de incentivo e motivacio
que me ajudaram a continuar e a ndo desistir.

A minha filha Jéssica pelas suas palavras de encorajamento nos meus momentos de maior
desanimo e pela confianga que depositou em mim desde que comecei este trabalho.

Ao meu filho Ricardo, pela sua preciosa ajuda, pela sua enorme paciéncia, pela sua
inigualavel generosidade e por ter a qualidade rara de fazer tudo parecer mais facil.

Ao Anténio que provavelmente ndo tera ideia de quio importante foi e da forca que me
deu para que a redacgido deste trabalho se tornasse possivel, especialmente quando o cansago
e a desmotivacdo pareciam superar tudo o resto. Espero que estas palavras permitam
evidenciar o quanto significou.

A todas estas pessoas, espero, também, que estas palavras possam retribuir um pouco
daquilo que me deram.

0O meu sincero reconhecimento a todas.

VII



VIII



Este trabalho foi realizado no ambito do Projeto ModOliveColl (referéncia: PTDC/ASP-
PLA/28547/2017), aprovado no ambito do Aviso n.° 02/SAICT/2017 — Sistema de Apoio a
Investigacdo Cientifica e Tecnologica (SAICT) — Projetos de Investigacdo Cientifica e
Desenvolvimento Tecnoldgico (IC&DT) e financiado por fundos nacionais, através da FCT, I. P.
Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia.

FCT

Fundagio para a Ciéncia e a Tecnologia
INISTERIG DA CIENCIA, TECHO! NSING SUPERIOR

IX






Resumo

Uma das doencas fungicas mais relevantes da oliveira em Portugal é a antracnose,
também conhecida por "gafa", que tem consequéncias negativas na quantidade e na qualidade
do azeite. O presente estudo incide sobre o efeito da presenca de gafa nos frutos das cultivares
‘Galega Vulgar’ e 'Cobrangosa’, no teor de compostos bioativos, nomeadamente na
composicao em fendis, hidroxitirosol (Htyr) e seus derivados (alegacdo de satide) de azeites
extraidos de azeitonas colhidas em outubro e novembro em trés anos consecutivos (2019-
2021). Os frutos foram colhidos em Castelo Branco em olivais de sequeiro sem tratamentos
fitossanitarios. Imediatamente apds a colheita, o azeite foi extraido num sistema Abencor. Os
critérios de qualidade foram avaliados por espetroscopia NIR, os fendis totais e os pigmentos
por espectroscopia VIS. O perfil fenélico foi avaliado por HPLC-UV, os derivados totais de Hyt
e tirosol (Tyr) por HPLC-DAD. Os resultados dos critérios de qualidade mostram que os
azeites Galega extraidos de azeitonas num estado avancado de maturagdo (IM > 5) e com
maior incidéncia de gafa apresentam nao conformidade para as categorias Azeite Virgem
Extra (AVE) e Azeite Virgem (AV), pela acidez elevada e notas sensoriais negativas
acompanhadas de um quase desaparecimento de oleaceina. Pelo contrario, nos azeites
Cobrancosa extraidos de frutos com elevada incidéncia de gafa, ndo foram observados
defeitos sensoriais. Apesar da diminuicdo de todos os atributos positivos associados a
cultivar, como os teores de oleaceina e oleocantal, os critérios de qualidade mantiveram-se
em conformidade com a categoria AVE. O teor total de Htyr e Tyr (> 5,42) permite a utilizacao
da alegacao de satde no rétulo dos azeites Cobrancosa. Nos azeites Galega, apenas os das
duas primeiras colheitas de 2019 contém teores suficientes para a alegacdo. Assim, a
presenca de gafa nas azeitonas pode comprometer a classificacdo de AVE e AV, especialmente
em cultivares suscetiveis a doenca.

Palavras-chave

Colletotrichum spp., alegacdo de saide, compostos bioativos, maturagao.
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Abstract
The Effects of anthracnose in olive on the bioactive compounds of olive oil

One of the most relevant fungal diseases of the olive tree in Portugal is anthracnose, also
known as 'gafa’, which has negative effects on the yield and quality of the olive oil. The present
study focuses on the effect of olive anthracnose on the content of bioactive compounds,
namely on the composition in phenols, namely hydroxytyrosol (Htyr) and its derivatives
(health claim) in olive oils extracted from 'Galega' and 'Cobrangosa'cultivar olive, harvested
in October and November of three consecutive years (2019-2021). The olives were harvested
in Castelo Branco (Center of Portugal) in organic rainfed orchards and immediately extracted
in an Abencor system. The quality criteria were evaluated by NIR spectroscopy and total
phenols and pigments by VIS spectroscopy. Phenolic profile was evaluated by HPLC-UV, total
Htyr and tyrosol (Tyr) derivatives by HPLC-DAD. The results of the quality criteria show that
Galega olive oils extracted from olives in advanced ripening stage (RI > 5) and with a high
anthracnose incidence show no conformity for the Extra Virgin Olive Oil (EVOO) and Virgin
Olive Oil (VOO) categories, with high acidity values and negative sensory notes accompanied
by disappearance of oleacein. Conversely, Cobrangosa olive oils extracted from fruit with high
anthracnose incidence, no sensory defects were observed. However, despite a decrease in all
the positive attributes associated with the cultivar, namely in oleacein and oleocanthal
contents, quality criteria were still in accordance with the EVOO category. The total Htyr and
Tyr content (> 5.42) allows the use of the health claim on the label of the Cobrangosa olive
oils. In Galega olive oils, only those of the first two harvests of 2019 contained sufficient
contents to fulfill the health claim. Thus, the presence of anthracnose in the olives may
compromise the EVOO and VOO classification, especially in cultivars susceptible to the
disease.

Keywords

Colletotrichum spp., health claim, bioactive compounds, ripening.
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Efeitos da Presenca de Gafa na Azeitona nos Compostos Bioativos do Azeite

1. Introducéao

As alteracdes climaticas estdo, cada vez mais, a afetar o ecossistema atual e a incidéncia
e a reemergéncia de pragas e doengas tém sido atribuidas, em parte, aos fenémenos
meteoroldgicos extremos que se tém registado nas tltimas décadas (Braga & Pinto, 2009).

A gafa ou antracnose, causada por diversas espécies do género Colletotrichum, é a
doenga fungica da oliveira com maior impacto econdmico em Portugal. A incidéncia e a
severidade da doenca variam de acordo com a suscetibilidade varietal, as condicGes
meteoroldgicas e a viruléncia do agente patogénico (Leoni et al, 2018).

7

Em Portugal, a gafa é maioritariamente causada pelo complexo C. acutatum sl. e
esporadicamente pelo complexo C. gloeosporioides. Dentro do complexo C. acutatum, C.
nymphaeae é a espécie dominante, seguida por C. godetiae e C. acutatum s.s. (Talhinhas et
al, 2005). As epidemias mais severas tém ocorrido principalmente em olivais tradicionais
no centro e no sul do pais (Loureiro et al, 2018), com grande impacto na quebra de
rendimento e de qualidade do produto final. Estas perdas resultam muitas vezes da
existéncia de condi¢des agroecolégicas especificas, tais como o uso de cultivares suscetiveis
em detrimento de outras mais resistentes, e a abundancia de reservatorios de indculo,
associados a humidade e precipitacdo elevadas, assim como a ocorréncia de temperaturas
amenas durante o outono (Talhinhas et al. 2011).

A gafa desenvolve-se a medida que os frutos amadurecem, causando apodrecimento,
perda de massa e queda das azeitonas. A doenca tem também um efeito depreciativo na
qualidade do azeite, refletindo-se nas suas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
(Moral et al, 2014; Gouvinhas et al, 2019; Leoni et al,, 2018; Peres et al, 2021).

As alteracdes sensoriais e quimicas do azeite sdo complexas, sendo, por isso, muito dificil
reconhecer-lhes uma Unica causa/efeito. Para além da antracnose, maultiplas pressdes
bidticas podem causar tais alteracdes, nomeadamente, a mosca-da-azeitona (Talhinhas et
al, 2018) que nos olivais portugueses sdo os dois agentes bidticos mais frequentes e
geralmente indissociaveis.

Uma das principais caracteristicas quimicas do azeite obtido de azeitonas afetadas pela
gafa é a diminuicdo do respetivo teor fendlico (Peres et al, 2021). Os compostos fendlicos
estdo associados a qualidade do azeite, especialmente as caracteristicas sensoriais e as
propriedades bioativas benéficas para a saiide. Com base em evidéncia cientifica, a
Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA) reconheceu, em 2011, que os
polifendis do azeite, concretamente o hidroxitirosol e seus derivados (e.g. tirosol), tém um
“efeito protetor contra o stresse oxidativo sobre os lipidos no sangue”, ficando legalmente
autorizada a utilizacdo desta alegacdo de saude na rotulagem do azeite.

Outro composto do azeite detentor de propriedades bioativas e relacionados com a
qualidade é o (3-caroteno. No azeite, este tipo de pigmento contribui para a cor amarelo-
dourado, muito apreciada pela maioria dos consumidores, e para a sua protecdo contra
reacdes de oxidagdo durante o armazenamento. Por outro lado, o -caroteno é de grande
importancia nutricional pela sua atividade provitamina A e devido as suas propriedades
bioativas, em especial pela sua atividade antioxidante, com efeitos benéficos para a saide,
sendo considerado uma substancia funcional. Alguns estudos referem que os carotenoides
ingeridos através da dieta contribuem para a prevencdo de doencas oculares, para a
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melhoria da funcionalidade dos sistemas imunitario e reprodutivo e para a prevencao de
determinadas patologias cardiovasculares e oncolégicas (Amorim-Carrilho et al, 2014;
Barba et al, 2006).

O presente estudo realizou-se na regido de Castelo Branco, durante trés campanhas
(2019, 2020 e 2021), tendo como objetivo avaliar a resposta das cultivares Galega e
Cobrancosa a gafa nos compostos bioativos dos azeites obtidos de frutos em diferentes
estados de maturacdo, com especial destaque nos compostos fenélicos. Concretamente,
pretendeu avaliar o impacto desta doenca na possibilidade de azeites provenientes de
frutos atacados poderem exibir a alegacdo de saide alusiva aos polifendis do azeite na
rotulagem. Neste sentido, avaliou-se a concentragao de hidroxitirosol (Htyr) e tirosol (Tyr)
em azeites extraidos de azeitonas das cultivares “Galega Vulgar’ e ‘Cobrancosa’, com
diferentes niveis de maturacgdo e de incidéncia da antracnose, colhidas quinzenalmente em
outubro e novembro em olivais de sequeiro e sem quaisquer tratamentos fitossanitarios.
Em cada azeite, estudaram-se também os critérios de qualidade (Acidez, IP, K232 € K270 €
analise organolética), a estabilidade oxidativa a composicao em acidos gordos maioritarios,
o teor de fendis totais, o teor de pigmentos clorofilinos e de f3-caroteno e determinou-se o
perfil de compostos fendlicos e o perfil esterolico.
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2. O agente patogénico - Colletotrichum spp

2.1. Distribuicao geografica

A facil adaptacdo da oliveira a qualquer tipo de solo e clima, aliada a recente procura por
produtos do olival, fomentou o consumo de azeite e de azeitona de mesa, levando a
expansado da cultura em todo o mundo, incluindo a paises sem tradicio em olival (EUA,
Brasil, Argentina, Australia, China e México) (Cacciola et al,, 2012).

Estudos recentes referem que, devido as alteragdes climaticas dos ultimos anos, as
novas praticas culturais e a introducdo de novas cultivares, aumentaram as doencas
causadas por agentes patogénicos, nunca registados em determinadas zonas geograficas
(Chattaoui et al., 2016), tornando-se um problema ameagador para todo setor olivicola.

Ha varios anos que a producio de azeite é gravemente prejudicada pela gafa da oliveira,
uma doenga causada por varias espécies de fungos do género Colletotrichum. A doenga foi
reportada a nivel mundial pela primeira vez em Portugal, ha mais de um século (1899) e foi
denominada de 'gafa’ (Almeida, 1899). Anos depois, a expansdo da doenca a outras zonas
do globo trouxe duvidas sobre a identificacdo e classificacdo taxondémica do seu agente
causal.

Os avancos das técnicas de biologia molecular permitiram esclarecer que C.
gloeosporioides e C. acutatum, anteriormente classificadas como espécies, englobavam
isolados muito distintos fenotipica e genotipicamente e, por isso, ndo podiam ser
consideradas espécies, mas complexos de espécies (Chattaoui et al., 2016). Por isso é muito
frequente recorrer-se aos conceitos de sensu lato (s.l.) e de sensu stricto (s.s.) introduzidos
por Martin & Garcia-Figueres (1999), para distinguir os complexos e as espécies,
respetivamente. Atualmente, sabe-se que estes dois complexos compreendem 13 espécies
(Schena et al, 2014) e que, deste conjunto, oito sdo consideradas patogénicas - C.
gloeosporioides sensu stricto (s.s.), C. theobromicola, C. acutatum (s.s.), C. nymphaeae, C.
fiorinae, C. godetiae e C. simondsii enquanto as restantes C. aenigma, C. kahawae subsp.
ciggaro, C. queenslandicum, C. siamense, C. karstii e C. alienum ndo evidenciam
patogenicidade (Talhinhas et al, 2018).

0 complexo C. gloeosporioides mostrou ser um importante agente causal da gafa,
contudo, raramente é associado a surtos epidémicos da doenca. Por outro lado, o complexo
C. acutatum parece ter uma prevaléncia superior e maior viruléncia, apontado por isso como
sendo o complexo com maior capacidade de promover ataques mais severos (Schena et al.
2014).

Desde a sua primeira identificacdo, foram sinalizados inimeros surtos de gafa o que
mostra bem a sua elevada importancia (Cacciola et al., 2012). A gafa é bastante frequente
na Europa, principalmente em Espanha, Portugal, Grécia e Itdlia. No resto do mundo ha
registos da doenca no Japdo, Uruguai, Argentina, China, Australia, Califérnia, Nova Zelandia,
Africa do Sul e Brasil, entre outros (Figura 1).

A espécie C. nymphaeae, parece estar restrita sobretudo a Peninsula Ibérica (Talhinhas
et al, 2018) mas a escala global, as espécies reconhecidas como principais agentes
causadoras de gafa sdo C. acutatum (s.s.), C. godetiae e C. nymphaeae (Mosca et al, 2014). Na
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Bacia Mediterranica e em Portugal, as populacdes de fungos estdo em evolugao, notando-se
a presenca de C. acutatum (s.s.) cada vez mais frequente onde C. godetiae é dominante
(Figura 1).

Em Portugal, os episédios de gafa sdo muito frequentes e sdo causados,
maioritariamente, pelo complexo C. acutatum (97 %) e esporadicamente pelo complexo C.
gloeosporioides (3 %). Dentro do complexo C. acutatum, C. nymphaeae é a espécie dominante
(80% dos isolados), seguida por C. godetiae (12% dos isolados) e C. acutatum (s.s.) (3-4 %

dos isolados) (Loureiro et al. 2018).
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Fonte: Adaptado de Talhinhas et al. (2018).

Figura 1 - Distribuicdo geografica das espécies do género Colletotrichum no mundo, na Bacia Mediterranica e em
Portugal

A nivel nacional (Figura 1) C. nymphaeae é dominante praticamente em todas as regides
do pais, a excecao de Tras-os-Montes, onde C. godetiae foi identificado como a espécie mais
frequente (Talhinhas et al., 2011; Loureiro et al., 2018). A sul do pais foram identificadas
quatro espécies diferentes (C. gloeosporioides, C. nymphaeae, C. godetiae e C. acutatum (s.s.)),
com niveis de frequéncia semelhantes (Talhinhas et al., 2018).

Relativamente a viruléncia, C. nymphaeae e C. acutatum (s.s.) sdo as espécies mais
virulentas, enquanto C. godetiae e C. fioriniae apresentam viruléncia intermédia e C.
gloeosporioides (s.s.) a menos agressiva (Loureiro et al,, 2018).
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2.2. Fatores que influenciam o seu aparecimento

Atualmente, devido ao aumento de plantag¢des de oliveiras e a sua expansao por todo o
mundo, as pragas e as doengas associadas ao olival também se vao propagando por todas as
areas de producio (Bueno & Jones, 2002).

A gafa ou antracnose é uma das doengas do olival mais frequentes em Portugal,
responsavel por graves perdas de rendimento e qualidade do azeite, causada por fungos do
género Colletotrichum, cuja incidéncia é proporcional a quantidade de frutos infetados
(Gouvinhas et al., 2019; Peres et al., 2021).

Do ponto de vista dos agentes causais da doenga, é fundamental compreender o modo
de infecdo provocado pelos fungos do género Colletotrichum, ou seja, a forma como superam
as barreiras fisicas e, paralelamente, estabelecem uma relacao tréfica com o hospedeiro
(Gomes et al., 2012).

Resumidamente, a infecdo e a interagdo fungo/hospedeiro, comeca com a aderéncia e
germinacdo dos conidios nas superficies dos frutos, formacdo e diferenciacio dos
apressorios com estruturas especializadas de penetragdo para transpor a cuticula e
crescimento e colonizag¢do das hifas com produg¢do de micélio nos tecidos dos frutos (Prusky
et al, 2000; Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004; Diéguez-Uribeondo et al. 2005; Gomes et
al. 2009).

Dependendo da espécie e do hospedeiro, o género Colletotrichum tem varios tipos de
estratégias de infecdo: hemibiotrofica intracelular e necrotroéfica intercelular, subcuticular
intramural, ou a combinacdo das duas (Bailey et al, 1992; O’Connell et al, 2000). Nas
infecdes hemibiotréficas, hd uma fase biotréfica (assintomatica) seguida por uma fase
necrotréfica (destrutiva) durante a qual os sintomas se tornam visiveis (Bailey et al, 1992).

0 grau de hemibiotrofia varia com as diferentes espécies de Colletotrichum e a interagao
fungo/hospedeiro vai-se modificando ao longo do ciclo de vida, passando da fase biotrofica
a fase necrotrofica, em funcdo das condicdes ambientais, da maturacao fisiolégica e da
suscetibilidade do hospedeiro e da viruléncia do agente patogénico (Stergiopoulos & de Wit,
2009; Newton et al. 2010; Delaye et al, 2013; Stergiopoulos & Gordon, 2014).

2.2.1. Condicoes ambientais

A severidade e a evolugdo da gafa estdo profundamente relacionadas com condicdes
ambientais favoraveis para o desenvolvimento do seu agente causal. O ciclo de vida dos
fungos é altamente dependente de precipitagdo ou humidade relativa do ar elevada, uma
vez que interferem diretamente na disseminacao dos esporos e no processo infecioso.

Em Portugal, os sintomas de gafa surgem principalmente no outono, estacdo do ano
caracterizada por ocorréncia de precipitacdo, humidade relativa elevada e temperaturas
amenas, condicdes meteorologicas descritas como ideais para potenciar a incidéncia e a
severidade da doenca (Talhinhas et al, 2005; Salotti & Rossi, 2022).

Os sintomas de infecdo caracterizam-se por lesdes visiveis na superficie dos tecidos do
hospedeiro, que sdo formadas por manchas circulares enegrecidas, geralmente em
depressdo, com producdo abundante de massa mucilaginosa alaranjada, impregnada de
conidios (Cacciola et al. 2012; Materatski et al, 2018). A medida que a infecdo evolui, os
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sintomas agravam-se, as manchas confluem umas nas outras, causando podriddo em todo
fruto. Os frutos infetados caem prematuramente ao chido ou perdem massa por
desidratacdo, acabando por mumificar. Alguns destes permanecem na arvore até ao outono
seguinte, funcionando como fonte de in6culo (Moral & Trapero, 2012).

As infe¢cOes podem acontecer em qualquer parte do fruto, mas sdo mais frequentes no
dpice onde a 4gua da chuva ou do orvalho permanece por mais tempo. A infecio do
hospedeiro requer a presenca de 4gua ou humidade relativa superior a 90% e temperaturas
entre 10 e 30°C. Nestas condigdes, os conidios apresentam alto poder germinativo durante
os primeiros 15 dias, perdendo progressivamente esse poder nos 15 dias seguintes
(Trapero & Blanco, 2004). O periodo de incubagio, em condi¢des ambientais 6timas, é de 4
a 6 dias (Trapero & Blanco, 2004).

A temperatura 6tima para cada fase do ciclo de infe¢ao varia para cada espécie, e nessas
condic¢des o fungo alcanca maiores taxas de germinagao, esporulacdo, crescimento e infe¢do
em menores intervalos de tempo (Tabela 1), porém, é durante o periodo de chuva que a gafa
atinge a sua maior severidade, disseminando-se rapidamente intra e inter plantas (Freire et
al, 2002).

Tabela 1 - Temperaturas 6timas de germinacdo, esporulacdo, crescimento e infecdo de varias espécies de fungos do
género Colletotrichum spp.

Espéci . Temperatura Temperatura Temperaturade  Temperatura de

spécies do género de G s s de E laca C R t Infeca

Colletotrichum e Germinacéo e Esporulacao rescimento nfecao
Q) (%) (<) (Y]

C. nymphaeae 10 - 30 25 - 30 10-35 21-25

C. godetiae 10 - 30 25 - 30 20 - 30 21-25

C. gloeosporioides 10 - 32 25 - 30 10 - 35 10 - 35

C. acutatum 6-36 18 - 24 10-35 10-35

Fonte: Retirado de Moral et al. (2012) e Salotti & Rossi (2022).

Em condi¢des ambientais desfavoraveis, como baixa humidade, temperaturas extremas
e grande incidéncia de raios ultravioleta, a viabilidade dos conidios é assegurada pela matriz
mucilaginosa onde se encontram inseridos, rica em biotina, que inibe a germinagio
prematura dos esporos e os protege dos efeitos téxicos de metabolitos secundarios
produzidos pela planta hospedeira (Freire et al. 2002; Veloso et al, 2021).

Outro aspeto que favorece o desenvolvimento da doenga, ainda que de maneira indireta,
é a presenca simultdnea de Colletotrichum e outros fatores bidticos no olival,
nomeadamente, a mosca-da-azeitona (Bactrocera oleae), uma praga cujo numero de
geracdes depende também das condi¢des ambientais (Malheiro et al, 2015). Geralmente, as
epidemias de gafa estdo associadas a grandes incidéncias de mosca-da-azeitona, pois os
orificios provocados na cuticula dos frutos pelas picadas e pela saida das larvas da praga,
representam uma porta de entrada para o Colletotrichum, favorecendo ou potenciando a
severidade da doenca (Sergeeva & Spooner-Hart, 2010). A intera¢do fungo/praga pode
alterar o comportamento de cultivares consideradas moderadamente suscetiveis a gafa,
quando inoculada artificialmente, para um comportamento suscetivel, quando a inoculacdo
acontece no campo, através das feridas provocadas pela mosca-da-azeitona (Mateo-Sagasta,
1968). Adicionalmente, a propria praga pode funcionar como vetor portador de esporos,
contribuindo dessa maneira para incrementar a propagacdo da doenca (Malacrino et al,
2015).
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As condi¢cdes ambientais, também favorecem o mutualismo entre seres vivos, que se
define por uma relacao ecoldgica, entre individuos de espécies diferentes, em que todos os
envolvidos sdo beneficiados. Muitos desses microrganismos desempenham papéis cruciais
na protecdo das plantas contra doengas (Materatski et al, 2019; Mina et al, 2020).

A oliveira, no seu habitat natural, é colonizada por uma enorme e diversa comunidade
microbiana, que cresce epifiticamente (na superficie de tecidos vegetais) e endofiticamente
(dentro dos tecidos da planta) e coabita, simultaneamente, com agentes patogénicos, entre
eles o Colletotrichum spp. (Materatski et al, 2019; Mina et al, 2020; Costa et al, 2021).
Atualmente ja foram identificados varios microrganismos que compdem a filosfera da
oliveira, e estudados alguns dos seus comportamentos em relagdo ao agente causal da gafa.

E conhecido que alguns fungos inibem o crescimento de Colletotrichum spp., devido a
mecanismos de antibiose que induzem alteracdes morfoloégicas nas hifas dos fungos
patogénicos, tais como a ramificacdo ou agregacao de hifas (Mina et al,, 2020).

A densidade de plantacdo também parece ter um papel importante na incidéncia e
severidade da gafa. Alguns investigadores (Moral et al, 2012) referem que a doenga
progride mais rapidamente e de maneira mais agressiva em olivais superintensivos (2000
oliveiras/ha) do que em olivais intensivos (200 a 800 oliveiras/ha), mesmo em olivais com
cultivar Arbequina, classificada como moderadamente resistente. O elevado niimero de
plantas nos olivais superintensivos dificulta o arejamento, favorecendo o aumento da
temperatura e a permanéncia de humidade nas folhas e nos frutos, promovendo, assim, o
desenvolvimento da doenca.

0 pH do solo também podera condicionar a desenvolvimento do fungo nos frutos. Moral
& Trapero (2009) observaram que existe uma relacdo entre a suscetibilidade ao fungo e o
baixo teor de calcio nas azeitonas, o que, segundo Roca et al. (2019), podera explicar as
severas epidemias que acontecem nos solos acidos de Portugal e das provincias de Sevilha
e Huelva em Espanha.

2.3.2. Maturacgao dos frutos

Os fungos do género Colletotrichum, pelas perdas econdmicas que causam em varias
culturas em todo o mundo, tém sido muito investigados ao longo das ultimas décadas. Os
resultados desses trabalhos indicam que estes fungos apresentam preferéncia por tecidos
de frutos maduros, mas que, na sua auséncia, conseguem sobreviver sobre as folhas e ramos
na forma de conidios latentes (Talhinhas et al, 2011).

O ciclo de vida do fungo (Figura 2) comeca na primavera/verao com as primeiras
infecoes, desde que as condi¢des ambientais sejam favoraveis para que os conidios latentes
se desenvolvam. As flores e as pequenas drupas podem ficar infetadas assintomaticamente,
logo na fase inicial da floracdo até ao crescimento dos frutos (Montri et al, 2009;
Mongkolporn et al, 2010; Auyong et al, 2012). O processo de infecdo tem inicio com a
germinacdo dos conidios na superficie dos frutos, seguida da diferenciacio dos apressérios,
que penetram nos tecidos vegetais formando hifas (Figura 2). Estas hifas vao ter diferentes
caracteristicas consoante o estado de maturacao do fruto (De Silva et al,, 2017).

Nos frutos verdes, as hifas que se formam na cuticula, geralmente, ndo prosseguem o
seu crescimento, ficando em estado quiescente ou latente até entrarem em maturagio. No
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outono/inverno ja com os frutos em maturacdo mais avangada, o fungo diferencia hifas
primarias, seguindo-se uma colonizacao intensa de hifas primdrias e secundarias que se
ramificam, necrosando as células do fruto (Figura 2) dando origem aos primeiros sintomas
da doenga (Talhinhas et al, 2011; Loureiro et al, 2018). Nos frutos doentes, formam-se
acérvulos com um elevado nimero de conidios, que irdo originar novas infe¢des (Talhinhas
etal, 2011; Talhinhas et al., 2018).

Legenda: I- Intracelular hemibiotréfica; Il- Subcuticular intramural necrotrofica; Ill- Infecdo hemibiotrofica localizada com hifas primarias
lobuladas; IV- Infecdo hemibiotrofica generalizada com hifas primarias e secundarias.
C- conidio; AP- apressorio; E- células epidérmicas; M- Células mesoéfilas; HS- hifas secundarias.

Figura 2 - Ciclo de vida e processo de infecdo do fungo do género Colletotrichum spp.
Fonte: Retirado e adaptado de De Silva et al. (2017).

As infecdes secundarias dos frutos adjacentes ocorrem com a dispersdo dos conidios
através do vento e dos salpicos das gotas da chuva (King et al., 1997; Verma et al., 2007). A
manutencio de condi¢des ambientais favoraveis durante o outono favorece a ocorréncia de
varios ciclos de infecdes secundarias, dando origem a epidemias.

A penetragdo do fungo nos tecidos vegetais é sempre um acontecimento crucial na
interacdo agente patogénico/planta e o sucesso da colonizacdo depende da capacidade que
0 microrganismo tem para se alimentar dos nutrientes do hospedeiro.

Na azeitona, o estado de maturacao pode comprometer o sucesso de colonizacdo do
fungo (Moral et al, 2008; Lee et al, 2009). Os frutos verdes sao fisiologicamente menos
suscetiveis a infecdes (Moral et al, 2008; Moral et al, 2009). No entanto, o fungo consegue
sobreviver neles em estado latente, deixando-os assintomaticos. Se a cultivar for suscetivel
ao Colletotrichum, em condicdes ambientais favoraveis os frutos podem manifestar
sintomas, ainda que se encontrem no estado inicial de maturacdo (Moral et al, 2008; Moral
& Trapero, 2012).

A resisténcia dos frutos verdes a infecdes por espécies Colletotrichum pode estar
relacionada com os baixos teores de aglicares nessa fase de maturacao, tornando-os em
substratos inadequados para satisfazer as necessidades nutricionais e energéticas do
agente patogénico (Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). Além disso, os frutos imaturos
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contém elevados teores de metabolitos secundarios tais como alcaloides, taninos, fendis e
resinas, que, devido a sua atividade antimicrobiana, criam um ambiente hostil e téxico para
o desenvolvimento deste agente patogénico (Dixon, 2001).

Contrariamente, a relacdo linear positiva entre a suscetibilidade ao fungo e o aumento
da maturacdo dos frutos (Gomes et al, 2009) deve-se, possivelmente, a grande quantidade
de nutrientes, ao seu pH (= 4-4,5) e a diminuicdo da resisténcia intrinseca dos frutos
maduros (Miles et al, 2012), que os transforma num oOtimo substrato para o
desenvolvimento e crescimento deste microrganismo.

Embora ainda ndo se conhegam verdadeiramente os motivos que levam o agente causal
da gafa a preferir azeitonas maduras, sabe-se que durante o amadurecimento dos frutos
ocorrem alteracdes fisioldgicas significativas, tais como a ativacdo da biossintese de
hormonas, mudangas na cuticula, distensdo das paredes celulares, alteragcdes na textura e
na firmeza, aumento de agicares soluveis, diminui¢do de compostos fenolicos preformados
e também alteracdes das condi¢des de pH, que poderdo estimular e promover a passagem
do fungo do seu estado quiescente para um comportamento patogénico (Miles et al., 2012).
A composicio dos frutos pode desempenhar um papel na resisténcia, afetando diretamente
o crescimento fungico ou indiretamente através da modulacdo da atividade enzimatica do
hospedeiro (Miles et al,, 2012). Segundo Guestsky et al. (2007), a maior suscetibilidade dos
frutos na fase mais avan¢ada de maturacido pode estar relacionada com a diminuicdo dos
niveis de flavonoides.

As mudancgas fisioldgicas que acontecem na cuticula e na estrutura das paredes celulares
dos frutos durante a fase de maturacdo parecem contribuir para que os frutos maduros
sejam os principais alvos dos fungos Colletotrichum (Mafra et al, 2001; Miles et al, 2012;
Gomes et al, 2012). Neste contexto, também é referido que a maior suscetibilidade dos
frutos maduros as infe¢des do Colletotrichum, esta relacionada com a perda de mecanismos
de resposta para atrasar a infecdo, que possuiam enquanto frutos imaturos (Miles et al,
2008; Gouvinhas et al, 2019). Embora, esses mecanismos ndo tenham sido, ainda, muito
estudados na antracnose da azeitona, alguns estudos sugerem que a maior concentragao de
compostos fendlicos verificada nos frutos em inicio de maturacdo podera ser responsavel
pela sua maior resisténcia a doenga (Gouvinhas et al, 2019).

2.3.3. Suscetibilidade da cultivar

As plantas estdo continuamente expostas a condi¢cdes de stresse bidtico e abiotico, pelo
que, para garantirem a sua sobrevivéncia, desenvolveram mecanismos de adaptacdo e de
defesa, que lhes permitem ultrapassar as adversidades ambientais e os ataques de pragas e
doencas. A eficicia desses mecanismos esta intimamente relacionada com as caracteristicas
genéticas da planta e com a viruléncia do agente patogénico.

Segundo Freeman & Beattie (2008), os mecanismos de defesa das plantas sdo de dois
tipos:

i) ‘mecanismos constitutivos’, constituidos por barreiras fisicas e quimicas que
impedem ou atrasam a penetracdo do agente patogénico nos tecidos vegetais e que
envolvem caracteristicas estruturais dos érgidos da planta, nomeadamente, cuticula e
epiderme do fruto, tricomas, presenca de compostos lipidicos e fendlicos, entre outras
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barreiras que funcionam como a primeira linha de defesa das plantas contra os agentes
patogénicos (Gomes et al.,, 2012).

ii) ‘mecanismos induzidos’, ativados apenas quando ocorre um sinal, desencadeado pela
presenca do agente patogénico nos tecidos da planta (Montesano et al, 2003; Parker, 2009;
Zipfel, 2008). Estes ultimos sdo mecanismos sofisticados e pouco conhecidos, que envolvem
processos bioquimicos, de transdugdo e de expressdo génica, entre outros, e que podem
envolver producdo e acumulacdo de fitoalexinas e de proteinas-PR, bem como a formacao
de radicais livres, oriundos principalmente do stresse oxidativo. O objetivo final da atuacdo
destes diferentes mecanismos é evitar ou atrasar a entrada do agente patogénico no interior
da planta e criar condi¢des adversas que impe¢am a sua colonizacdo dos tecidos vegetais
(Pascholati & Leite, 1995). A maior ou menor capacidade que a planta apresenta para
atrasar a doenca causada pelo fungo define a sua resisténcia ou a sua suscetibilidade.

Em Portugal relativamente a suscetibilidade, as cultivares de azeitona ‘Galega Vulgar’ e
‘Cobrangosa’ tém sido as mais estudadas, porque, para além de terem uma grande
importancia na economia nacional, sdo utilizadas na investigacdo como padroes de cultivar
suscetivel e moderadamente suscetivel, respetivamente (Gomes et al, 2012).

Apesar das cultivares portuguesas terem sido pouco estudadas comparativamente as
dos outros paises produtores de azeitonas, existem vinte cultivares nos olivais portugueses
classificadas segundo a sua suscetibilidade a antracnose da azeitona (Tabela 2).

Tabela 2 - Classificacado de cultivares portuguesas segundo a sua suscetibilidade a gafa.

Cultivar portuguesa Classificacao Cultivar portuguesa Classificacao
Arbequina S, M Cornicabra Parda R
Azeiteira R Galega Grada de Serpa S
Azeitoneira M Galega Vulgar S
Bical Castelo Branco M Verdeal Alentejana M, R
Blanqueta de Elvas R Manzanilha S
Carrasquenha R Negrinha M, R
Cobrancosa S, M Negral M
Conserva de Elvas S, M Cornicabra S
Cordovil de Castelo Branco S, M Redondal S
Cordovil de Serpa M Redondil S

Legenda: R- Resistente; S- Suscetivel; M- Moderadamente suscetivel.
Fonte: Retirado de Moral et al., (2014) e Xavier (2015).

A inoculacio artificial de azeitonas sob condicées ambientais controladas, tem sido
utilizada por muitos investigadores para avaliar a patogenicidade de isolados de
Colletotrichum e a suscetibilidade de cultivares de azeitona a antracnose (Moral et al.,, 2008;
Moral & Trapero, 2009; Schena et al, 2014; Talhinhas et al, 2015; Peres et al, 2021). Os
resultados das inoculagdes artificiais quanto a suscetibilidade das drupas infetadas tém-se
mostrado consistentes com os observados em ensaios de campo (Moral & Trapero, 2009).
No entanto, num estudo recente notaram-se algumas diferencas em relagdo a resultados
anteriormente publicados (Moral et al., 2017). Nesse estudo, por exemplo, a cultivar
‘Cordovil de Castelo Branco’ mostrou ser mais suscetivel enquanto as cultivares ‘Arbequina’
e ‘Cobrancgosa’ tiveram um comportamento menos suscetivel. Porém, o mesmo estudo
corrobora a resisténcia ou suscetibilidade moderada das cultivares ‘Bical de Castelo
Branco’, ‘Manzanilla’ e ‘Picual’ (Barranco et al, 2000; Rallo et al, 2005; Moral et al, 2015;
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Talhinhas et al,, 2015). Estas contradi¢des poderao estar associadas a erros de identificacio
das cultivares, ao efeito do indice de maturacao no momento do estudo, a baixa pressao de
inéculo, a condicbes ambientais desfavoraveis ao desenvolvimento da doenca ou,
eventualmente, a incorreta identificagdo da doenga, podendo ter sido confundida com outra
que cause sintomas semelhantes (provocadas por exemplo por Alternaria, Botryosphaeria,
Fusarium...) (Moral et al, 2021). Além disso, o papel da interagdo fungo/cultivar ndo pode
ser ignorado uma vez que algumas espécies do género Colletotrichum tendem a ser,
simultaneamente, pouco e muito virulentas relativamente a varias cultivares de oliveira
(Xaviér, 2009; Schena et al, 2014; Talhinhas et al, 2015). Estes dados indicam que
cultivares consideradas resistentes numa determinada zona geografica, onde uma espécie
do género Colletotrichum é fracamente patogénica, pode comportar-se como suscetivel
noutras zonas, onde outra espécie do mesmo género mais agressiva é dominante (Moral et
al, 2008).

2.3.4. Caracteristicas do fruto como barreira fisica

A imunidade da planta a um agente patogénico baseia-se numa série de mecanismos de
defesa, que inclui, num primeiro nivel, barreiras fisicas como a cuticula, a parede celular, os
estomas, os tricomas e outras partes anatémicas da planta (Bhadauria et al, 2010; Gomes
etal, 2012).

A epiderme é um tecido especializado de revestimento superficial com um papel crucial
na sobrevivéncia de qualquer ser vivo, pois é o primeiro drgdo exposto aos fatores bidticos
e abidticos do ambiente exterior. Nas plantas, o tecido epidérmico é revestido pela cuticula,
composta por cutina, suberina e ceras, materiais hidrofébicos de natureza lipidica, cuja
principal fungdo é evitar as perdas de dgua da planta para o exterior (Diarte et al, 2019).
Além dessa funcdo, a cuticula atua como uma barreira mecanica contra a entrada de agentes
patogénicos pela acdo de dois polimeros seus constituintes, a cutina e a suberina ligados a
ceras, que, pela sua complexidade, sdo dificeis de degradar por microrganismos e que,
dependendo da espessura ou da densidade dessa camada cuticular, podem tornar as plantas
mais ou menos resistentes as infecdes causadas por agentes patogénicos (Guest & Brown,
1997; Diarte et al, 2023).

Os resultados dum estudo de interacao fungo/cultivar onde foi analisada a espessura da
cuticula dos frutos de trés cultivares, classificadas quanto a patogenicidade de
Colletotrichum acutatum como suscetiveis (‘Galega’), moderadamente suscetiveis
(‘Cobrancosa’) e resistentes (‘Picual’), confirmaram que os valores mais baixos de espessura
de cuticula foram observados em frutos sensiveis (‘Galega’) e que os mais elevados foram
observados em frutos resistentes (‘Picual’), sendo que os valores de espessura intermédios
verificaram-se em azeitonas “Cobrangosa’ de suscetibilidade moderada (Gomes et al.,
2009). A cuticula mais espessa, o perimetro maior e a area mais alargada das células
epidérmicas dos frutos resistentes podem constituir um obstaculo mecanico a entrada do
fungo, enquanto as células epidérmicas mais finas dos frutos sensiveis podem conferir-lhe
menor protecdo (Gomes et al., 2009).

A semelhanca daquele estudo também ja tinha sido observado que macis com cuticula
mais espessa eram mais resistentes a Venturia inaequalis (Pascholati & Leite, 1995) e que a
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cuticula mais densa e espessa de espécies de tomate geneticamente modificado os tornou
mais resistentes a Botrytis cinerea (Reina-Pinto & Yephremov, 2009).

A espessura da cuticula esta diretamente relacionada com o processo de maturacao dos
frutos (Diarte et al, 2023). Durante essa fase, ocorrem modificacdes naturais nas células
tornando as paredes celulares dos frutos mais suscetivel a acao de C. acutatum (Guidarelli
et al, 2011). Quando foram analisadas as espessuras cuticulares de frutos com diferentes
graus de maturacdo, verificou-se que ocorre uma diminuicdo significativa da espessura e do
grau de cutinizacdo nos frutos maduros (Gomes et al., 2009). Estes dados sugerem que a
espessura da cuticula podera contribuir para o aumento de suscetibilidade dos frutos
maduros a C. acutatum e que as diferencas relacionadas com as caracteristicas da cuticula
poderiam explicar porque é que algumas cultivares de azeitonas sdo mais severamente
atacadas por C. acutatum do que outras (Gomes et al., 2009).

Um estudo em azeitonas com trés fases de maturac¢do (verde, pintor e madura) indicou
que os constituintes das paredes celulares, pectina, polissacaridos celuldsicos e
hemiceluldsicos se degradam e/ou se solubilizam com o avancar da maturacdo dos frutos,
tendo-se notado um enfraquecimento dessas estruturas celulares (Diarte et al,, 2019). Estes
dados podem explicar que as perdas de textura e de firmeza das paredes celulares da
cuticula e da polpa dos frutos maduros, os tornem mais vulneraveis a penetracao do fungo
e a acdo das enzimas poligalacturonases que ele produz para penetrar nos tecidos do fruto
(Guidarelli et al., 2011).

A natureza lipidica da cuticula também pode ter um papel relevante na penetragdo dos
agentes patogénicos no interior dos tecidos. A elevada quantidade de ceras na cuticula torna
mais escorregadias as superficies onde os agentes patogénicos sdo normalmente
depositados, dificultando a adesao dos esporos (Podila et al, 1993) e impedindo a retencdo
de agua sobre os 6rgdos da planta, essencial para a germinacdo dos conidios (Marcell &
Beattie 2002).

Quando o agente patogénico consegue ultrapassar as primeiras barreiras fisicas de
defesa da planta, existem outros compostos na cuticula responsaveis por sinalizar a
presenca do agressor, que induzem a ativacdo de outros mecanismos (Reina-Pinto &
Yephremov, 2009).

Além da cuticula, também as paredes celulares desempenham um papel ativo na defesa
contra fungos patogénicos (Guest & Brown, 1997; Glazebrook, 2005; Wan et al, 2021),
recebendo e processando a informacgdo da superficie do agente patogénico e transmitindo
essa informacdo a membrana plasmatica da célula vegetal (Guest & Brown, 1997). Através
de processos de ativagdo génica, a célula vegetal defende-se, criando barreiras a invasao,
nomeadamente, através da producdo de fitoalexinas e outros metabolitos secundarios
antifingicos tdéxicos, nomeadamente compostos fenolicos, e/ou através da sintese e
deposicdo de substancias no local infetado, como a lenhina, que atua isolando o fungo da
planta, impedindo-o de ter acesso aos seus nutrientes (Gomes et al.,, 2009; Wan et al., 2021).
Os acidos hidroxicinamicos sdo compostos encontrados na parede celular, particularmente
acido p-cumarico e Aacido ferudlico, que atuam como reservatérios de unidades
fenilpropanoides para a biossintese de lenhina (Guest & Brown, 1997).
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2.3.5. Compostos fenolicos como barreiras quimicas

Os mecanismos de defesa que as plantas acionam para se defenderem das pressdes
bidticas e abidticas a que estdo sujeitas alteram a sua fisiologia e os seus processos
metabodlicos normais (Kumar & Verma, 2018). De todos os processos envolvidos nos
mecanismos de defesa, os bioquimicos, desempenham um papel vital na protecao das
plantas contra agentes patogénicos (Roy et al., 2018).

Os compostos fenodlicos sdo metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas que
intervém nesses processos bioquimicos. Este tipo de compostos apresenta uma grande
diversidade estrutural e funcional (Hagerman & Butler, 1991), onde nem todos tém fungio
conhecida, sendo que alguns deles parecem ser simples intermediarios do metabolismo
normal das plantas (fendis pré-formados) (Beckman, 2000), enquanto outros sao
sintetizados como resposta a situagdes de stresse (fendis induzidos) (Nicholson &
Hammerschmidt, 1992).

Os fenodis sdo produzidos em células especializadas e armazenados, na sua forma
reduzida, ndo toéxica, em locais estratégicos normalmente, nos vactolos do citoplasma,
localizados na epiderme. Quando a planta é sujeita a algum tipo de stresse a concentragdo
destes compostos tende a aumentar como resposta defensiva e passam para a sua forma
nao reduzida e toxica (Hrazdina & Wagner, 1985), isto é, sdo convertidos em antibidticos
biologicamente ativos através de processos de hidrdlise por glicosidases. Neste tipo de
resposta, os fenois livres sdo muito mais téxicos para o organismo invasor do que as formas
ligadas (Guest & Brawn, 1997).

Alguns autores apontam a eficicia antimicrobiana de certas classes fenolicas, como: os
flavonoides, as cumarinas e os derivados dos acidos hidroxibenzdico, cumarico e cafeico.
Estes compostos inibem a germinacdo de esporos e o crescimento do micélio flingico e
inativam enzimas especificas produzidas pelo agente patogénico (Baidez et al., 2006).

Identicamente, noutro trabalho de investigacdo, os compostos fenolicos de Olea
europeae, tirosol, catequina e oleuropeina, mostraram atividade antifingica sobre
Phytophthora sp. (Del Rio et al., 2003), enquanto a quercetina 3-metil éter e os seus 4-0-
glucosido e 7-0-glucésido, inibiram completamente a germinac¢do conidial do fungo
Neurospora crassa (Parvez et al, 2004). Estas evidéncias sugerem que os compostos
fenolicos pré-formados ou estruturais (fendis livres ou os seus produtos de oxidagao, as
quinonas) possam ser a primeira linha de defesa das plantas, seja como produtos toxicos ou
como barreira quimica no tecido invadido (Wittstock, & Gershenzon, 2002).

No mecanismo de defesa induzido, sdo os compostos fendlicos ndo estruturais que
intervém e sdo sintetizados apds ativacdo dum conjunto de sinais génicos desencadeados
pela presenca do agente patogénico nos tecidos da planta. Este tipo de mecanismo inclui
proteinas e enzimas responsaveis pela sintese de compostos fenolicos, como flavonoides,
lenhinas, fitoalexinas, entre outros (De Bona et al, 2012; Mikulic-Petkovseket al,, 2013).

Foi confirmado que nas fases iniciais de maturacio, os niveis de compostos fendlicos é
superior aos dos frutos maduros e que nos frutos verdes a atividade de compostos
fenilpropanoides e flavonoides interromperam o desenvolvimento fungico (Ardi et al,
1998; Guidarelli et al, 2011). De forma semelhante varios flavonoides mostraram
desempenhar um papel fundamental na supressdo do crescimento e desenvolvimento de
Colletotrichum acutatum em frutos de mirtilo (Miles et al., 2008).
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Gouvinhas et al. (2016) ao medirem a concentragdo de varios compostos fendlicos em
azeitonas ‘Galega’ e ‘Picual’ consideradas suscetivel e resistente respetivamente, infetadas
por Colletotrichum acutatum, observaram que na cultivar resistente a concentragdo fendlica
era bastante superior a da cultivar suscetivel. Mas apesar dos baixos teores fendlicos
existentes nas amostras suscetivel ‘Galega’, apds infecdo apresentaram uma resposta
imediata ao ataque flngico, traduzindo-se num aumento dos teores daqueles compostos
(Gouvinhas et al, 2016). Confirmando estes dados, Lattanzio et al. (2006), por seu turno,
referem que estes compostos aumentam nos tecidos das plantas em situagdes de stresse e
que participam ativamente nos mecanismos de defesa das plantas.
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3. Gafa e a qualidade do azeite

No setor do azeite, o conceito de qualidade tem evoluido muito ao logo dos tempos.
Atualmente, podemos considerar que esse conceito abrange a qualidade comercial, a
qualidade nutricional e os beneficios para a saide que o azeite pode oferecer ao
consumidor.

A legislacdo referente as normas de comercializacdo de azeite em Portugal é a vigente
na Unido Europeia. Esta obriga a classificacdo do azeite em categorias, de acordo com a
qualidade avaliada segundo critérios fisico-quimicos e organoléticos.

A qualidade comercial é definida pela Comunidade Europeia através do Regulamento
CEE 2568/91, atualizado pelo Regulamento (UE) 2019/1604 e compreende um exame
organolético e varios parametros quimicos como a acidez livre, o indice de peroéxido, os
coeficientes de extingao especificos na regido UV (K379, K232 € AK) e, desde 2011, mas apenas
para azeites de categoria virgem extra, os teores de ésteres etilicos dos acidos gordos,
estabelecidos como normas de qualidade para cada categoria de azeite. Essas normas
determinam que o azeite se classifique como “virgem extra”, “virgem” ou “lampante”, por
ordem decrescente de qualidade. Um azeite “lampante” é, inclusive, ndo apto para consumo

humano e sé pode ser comercializado a granel com destino a industria de refinacao.

A qualidade nutricional e os efeitos benéficos para a saldde sido reconhecidos pela
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA, 2011) através de alegagdes
nutricionais e de saude, igualmente regulamentadas pela Comissao Europeia (Regulamento
(EU) 432/2012). Alguns dos componentes do azeite contemplados por alegacdes sdo os
acidos gordos monoinsaturados, os tocofer6is (Vitamina E) e os compostos fendlicos
(polifendis).

Produzir azeites virgens de elevada qualidade quimica, sensorial e nutricional s6 é
possivel a partir de azeitonas sis. Mas manter a sanidade e a integridade dos frutos em anos
favoraveis ao aparecimento de pragas e doencas no olival é uma tarefa muito dificil para o
olivicultor.

Como ja foi referido, uma das doengas mais dificeis de combater e mais comum em
Portugal e na Bacia do Mediterraneo é a gafa ou antracnose da oliveira, que provoca a queda
prematura dos frutos e reduz a qualidade do azeite (Cacciola et al., 2012), refletindo-se em
graves prejuizos econémicos.

A comunidade cientifica tem vindo a realizar varios estudos com o intuito de desvendar
e entender a interacdo da doenca sobre os compostos da azeitona e os seus efeitos na
qualidade do azeite (Tabela 3).
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Tabela 3 - Referéncias bibliograficas e resultados relativos aos efeitos de Colletotrichum spp. inoculado artificialmente

em azeitonas sobre alguns compostos quimicos do azeite.

Referéncia Parametros e resultados

Cultivar

lannotta et al. (1997) Azeite com mais de 30% de infecoes:
Acidez (++) > 0,8%

IP (++) >20 meq 02/kg

‘Sinopolese’

Carvalho et al. (2008) Acidez (+); IP (+); K232 € K270 (+)
Fenois totais (-)
Acidos gordos (=)

Estabilidade oxidativa (-)

‘Galega Vulgar’

Sousa et al. (2005) Acidez | (++); IP (+); K232 e K270 (+)
Acidos gordos monoinsaturados (-)

Acidos gordos saturados (+)

‘Galega Vulgar’, ‘Cordovil de
Castelo Branco’ ‘Cobrancosa’,
‘Madural’ e ‘Verdeal
Transmontana’

Runcio et al. (2008) Formacao de aldeidos volateis
associados a defeitos:

heptanal, octanal e nonanal (+)

‘Leccino’, ‘Pendolino’,
‘Ciciarello’, ‘Nocellara’,
‘Coratina’, ‘Carolea’ e
‘Ottobratica’

Conde et al. (2013a) Acidez [(+); IP (+);K232 € Ka7o (+)

‘Frantoio’ 3 e 5 % infecao, acidez > 0,8%
‘Arbequina’ 5 e 7,5% infecdo; acidez > 0,8%
A. sensorial (-)

‘Frantoio’ A. sensorial 3% (defeitos)

‘Arbequina’ A. sensorial 1,5% (defeitos)

‘Arbequina’ e ‘Frantoio’

Torbati et al. (2014) Acidez (+)
IP (+)

‘Zard’ e ‘Roghani’

Da Silva (2016) Acidez (+); IP (+) K23z e Kz7o (+)
Avaliacao sensorial (-)

Acidos gordos: €22:1 (+) C24:0 (+)
Tocoferdis totais (-)

a-tocoferol (--)

Esterdis totais (+)

Hidroxitirosol (--)

Tirosol (-)

Estabilidade oxidativa (-)

Cor (laranja)

‘Madural

Leoni et al. (2018) Acidez (+) com 13% de incidéncia na cv.
‘Arbequina’ e de 50% na cv. ‘Frantoio’ e
severidade 1,5e 2, > 0,8%

IP (=); K232 € K270 (=)

Fendis totais (-)

‘Arbequina’ e ‘Frantoio’

Peres et al. (2021) Acidez (++) >0,8 (‘Gal’ ‘5%
‘Cob’ 2%); IP (+); K232 € Kazo (+)
Avaliacao organolética (-)
Defeito mofo nas 2 cvs mas mais
cedo na ‘Galega’ vulgar

Esteres etilicos (+)

Fendis totais (-)

Acidos gordos: linoleico (+)
Ceras (+)

y

‘Galega Vulgar' e ‘Cobrancgosa

Kishimoto (2018) 12 compostos volateis (+) defeitos
Acidez (+); IP (+); K232 € Kazo (+)

Vitaminas A e E (--)

‘Mission’ e ‘Lucca’

Acidez (++); IP (+); K232 € Kazo (+)
Fendis totais (--)

Markakis et al. (2021)

Romero et al. (2022) Acidez (+); IP (+);

K232 e K270) (+)

‘Arbequina’, ‘Hojiblanca’ e
‘Picua’l

Abacigil et al. (2023) Acidez (+) até 5,42% IP (+); K232 € Kazo (+)
Fendis totais (-)

o-difenois (-)

a-tocoferol (-)

atividade antioxidante (-)

Acidos gordos: Palmitico (+); linoleico (+);
estearico (+)

‘Ayvalik’

Legenda: (++) Aumentou significativamente; (+) Aumentou; (=) Sem alteracdo; (-) Baixou; (--) Baixou significativamente.
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3.1. Efeitos da gafa nos critérios de qualidade do azeite

As reacoes de degradacdo do azeite provocam alteracdes a nivel da sua composicdo
quimica e nas suas caracteristicas sensoriais. A lip6lise e a oxidacdo sdo algumas das reacoes
quimicas envolvidas na degradacio do azeite (Peri, 2014).

A acidez do azeite forma-se durante a degradacdo da estrutura celular da azeitona. As
gotas de gordura contidas no vacuiolo dao origem a acidos gordos livres, quando entram em
contacto com as enzimas celulares, como é o caso das lipases, que atuam na rutura das
ligacdes dos acidos gordos (Boskou et al., 2006; Peri, 2014). Fatores como pragas e doencas
a que as azeitonas estio sujeitas, a manipulacio e o tempo de armazenamento dos frutos,
assim como o processo de extracdo, afetam a acidez do azeite (Peri, 2014). Este parametro
estd, pois, diretamente relacionado com a qualidade dos frutos.

Prusky et al. (2001) referem que a secre¢ao de amoniaco pelo fungo aumenta o pH dos
tecidos do hospedeiro. Verifica-se uma relacao direta entre a percentagem de acidez e as
secrecOes amoniacais na infecdo do fungo (Prusky et al., 2001; Alkan et al., 2008), pelo que,
a avaliacdo do pH nos frutos podera ser uma possibilidade de identificacdo do ataque.

Por outro lado, o processo de oxidacdo consiste na interacdo entre acidos gordos
principalmente insaturados e espécies reativas de oxigénio. Este processo é favorecido
sobretudo pela acdo do oxigénio, da temperatura, da presenca de luz e de catalisadores
metalicos (Boskou et al., 2006). Apo6s o inicio, de um processo de oxidacdo, formam-se os
primeiros compostos - os peroxidos e hidroperdxidos - designados por produtos de
oxidacao primadria. Estes compostos decompdem-se formando moléculas mais pequenas e
dando origem a compostos de oxidacdo secundaria tais como hidrocarbonetos, éteres,
ésteres, aldeidos, cetonas, entre outros (Wang et al., 2016), com capacidade de absorver a
luz, na regido ultravioleta do espectro. Os valores de absorvancia a 232 nm e a determinacio
do indice de peroxidos sdo considerados como uma medida para a oxidagdo primaria. Por
outro lado, os valores de absorvancia a 270 nm medem a oxidagao secundaria (Boskou et
al., 2006), enquanto o parametro "AK" pode ser um indicador de uma eventual mistura de
azeite virgem e azeite refinado e é calculado a partir da absorvancia a 270 nm na faixa dos
264 - 276 nm (Houshia et al.,, 2019).

Por sua vez, o exame organolético visa a dete¢do de defeitos sensoriais no azeite,
resultantes de azeitonas degradadas por pragas/doencas ou por armazenamento
prolongado e/ou eventuais falhas no processo de obtenc¢do do azeite. A avaliagdo sensorial
desempenha um papel central na caracterizacdo e classificagio do azeite. O método
regulamentado para a avaliacdo organolética baseia-se na medicdo da intensidade de
defeitos e de caracteristicas positivas (atributos) percebidas por um painel de provadores
devidamente selecionado e treinado segundo determinadas normas. As principais
caracteristicas positivas avaliadas sdo o frutado, o amargo e o picante, enquanto os defeitos
mais comuns detetados sdo, entre outros, madeira, tulha/borra, avinhado/avinagrado mofo
e ranco.

Os atributos sensoriais do azeite devem-se a forte estimulacdo dos recetores sensoriais
humanos por compostos volateis e nao volateis (fendis) que sdo responsaveis pelas
sensacgdes olfativas e gustativas, respetivamente (Peri, 2014).

Os compostos C6 e C5 presentes no azeite, em especial os aldeidos lineares insaturados
e saturados de C6 como hexanais, cis/trans-hexenal, hexanol, hexenol, ésteres de acetato,
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pentenal, pentenol, sdo componentes volateis do azeite virgem, responsaveis por
caracteristicas olfativas positivas (Angerosa et al., 2004), que dependem essencialmente
dos fatores genéticos e da maturacao das azeitonas. Os atributos negativos, pelo contrario,
sdo formados ainda na azeitona ou nas pastas por vias bem diferentes que envolvem
processos tais como: fermentacdo de acgicar (avinhado), conversdao de aminoacidos
(leucina, isoleucina e valina) (tulha), atividades enzimaticas de fungos (mofo, bolor),
microrganismos anaerébios (borra) e processos de oxidacdo (rango) (Procida et al., 2016).

Como ja foi referido, os sintomas tipicos da antracnose sdo o apodrecimento e a
desidratacdo das azeitonas. Por isso, mais do que os parametros quimicos, um dos critérios
de qualidade mais sensivel aos efeitos da gafa no azeite é a andlise sensorial (Conde et al.,
2013a; Da Silva, 2016; Peres et al.,, 2021).

Nos varios trabalhos de investigacao onde foi realizado o exame organolético a azeites
obtidos de azeitonas infetadas por Colletotrichum, foram-lhes detetadas notas sensoriais
negativas (Conde et al., 2013a; Da Silva, 2016; Peres et al., 2021).

Em conformidade com os dados anteriores, noutro trabalho de investigacdo foram
identificados varios compostos volateis associados a defeitos sensoriais como os aldeidos
heptanal, octanal e nonanal, em azeites obtidos de azeitonas infetadas por gafa (Runcio et
al, 2008). Ainda a esse respeito, Kishimoto (2018) identificou doze compostos volateis
altamente especificos em azeites de frutos infetados por antracnose, quase todos associados
a odores defeituosos como avinhado, avinagrado, alcool, sebo ou banha.

Varios estudos realizados em azeites obtidos de azeitonas infetadas por Colletotrichum
spp. reportaram alteragdes quimicas consideraveis que determinaram, na maioria dos
casos, que os azeites ficassem fora das categorias ‘virgem extra’ ou ‘virgem'’ e passassem a
azeite ‘lampante’. Apesar dos resultados mostrarem aumentos nos compostos de oxidacdo
primaria, a acidez livre foi sempre o parametro mais afetado, especialmente, em azeites de
cultivares consideradas sensiveis a antracnose (lannotta et al, 1997; Peres et al, 2021).

Assim, alguns autores referem como limiares indicativos que, dependendo da cultivar,
quando a incidéncia de antracnose excede 4-20 % e 40-45 %, o azeite pode perder a
qualificacdo de azeite virgem extra ou virgem, respetivamente, porque, a partir destes
limiares de infecdo, os azeites apresentam valores de acidez livre superiores aos limites
legais para aquelas categorias (Iannotta et al, 1997; Leoni et al, 2018).

Os ésteres etilicos e metilicos de acidos gordos resultam da esterificacdo de acidos
gordos livres com etanol e metanol, respetivamente. A avaliacdo destes compostos foi
introduzida em 2011 como um parametro de qualidade para a categoria de azeite virgem
extra (Regulamento (EU) 61/2011). Sdo compostos nido volateis que podem ser bons
indicadores da qualidade das azeitonas e do seu azeite, uma vez que o metanol e o etanol
sdo formados durante a fermentagdo da azeitona, originando defeitos sensoriais do azeite
(Peres etal, 2021).

Peres et al. (2021) estudaram os efeitos da gafa sobre estes compostos em azeites de
azeitonas das cultivares ‘Galega’ e ‘Cobrancosa’ inoculadas artificialmente com trés espécies
de Colletotrichum. Os resultados revelaram um aumento dos seus valores ao longo do
periodo de incubagdo, embora com maior expressdo nos azeites da cultivar ‘Galega’,
considerada mais sensivel a antracnose, sobretudo quando infetada pelas duas espécies
mais virulentas (C. acutatum e C. nymphaeae) usadas no estudo.
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3.2. Efeito da gafa no perfil de acidos gordos do azeite

O azeite é constituido maioritariamente por acidos gordos. Os acidos gordos
predominantes sdo os monoinsaturados sendo o 4cido oleico o mais abundante (55 - 83 %)
(Al-Bachir & Sahloul, 2017). O perfil monoinsaturado de acidos gordos é um dos fatores que
contribui para explicar os beneficios saudaveis do azeite.

0 alto valor nutricional do azeite esta relacionado com a propor¢ao relativamente alta
de acidos gordos monoinsaturados, pequena propor¢do de acidos gordos saturados e uma
proporc¢do substancial de acidos gordos essenciais (linoleico w-6/linolénico w-3), sendo a
relacdo entre estes dois acidos muito proxima da considerada 6tima pelos nutricionistas
(Peri, 2014).

0 Acido oleico contém apenas uma ligacdo dupla, sendo por isso muito menos suscetivel
a oxidacdo, explicando-se assim a sua grande acdo antioxidante e a sua alta estabilidade,
propriedades que conferem ao azeite um elevado tempo de vida e maior resisténcia as
elevadas temperaturas (Peri, 2014).

0 efeito da gafa no perfil dos acidos gordos de azeites obtidos de azeitonas infetadas é
estudado com alguma frequéncia (Abacigil et al, 2023; Peres et al, 2021; Da Silva, 2016;
Sousa et al, 2005). Varios autores mencionam que o perfil dos acidos gordos permanece
praticamente estavel, mesmo em casos de maiores incidéncias da doenca (lannotta et al,
1997; Mincione et al, 2004; Carvalho et al., 2004), enquanto outros autores referem
resultados diferentes. Por exemplo, Sousa et al. (2005), verificaram uma diminuicdo dos
acidos gordos monoinsaturados. Por sua vez, os dados de Peres et al. (2021) traduziram um
aumento nos valores do acido linoleico ao longo do periodo de incubacdo das trés espécies
de Colletotrichum usadas no estudo, em azeitonas das cultivares ‘Galega’ e ‘Cobrangosa’,
enquanto os resultados de Da Silva (2016) mostraram um ligeiro aumento dos acidos
erucico (C22:1) e lignocérico (C24:0) em azeite obtidos de azeitonas ‘Madural’ infetadas, e,
ainda, os resultados do estudo realizado por Abacigil et al. (2023) indicaram que a
percentagem dos acidos gordos palmitico, linoleico e estedrico aumentou em azeites
obtidos de azeitonas com antracnose .

3.3. Efeitos da gafa nos compostos bioativos do azeite

Os fendis sdo os compostos mais diferenciadores do azeite por lhe imprimirem
caracteristicas sensoriais Uinicas e lhe conferirem propriedades bioativas benéficas para a
saude. Sdo considerados metabolitos secundarios das plantas, sintetizados durante o
crescimento do fruto e produzidos em geral como resposta ao stresse ambiental do verdo
(seca e radiagdes ultravioleta) ou como defesa da propria planta ao ataque de pragas e
doencas (Visioli et al, 2002; Cerretani et al., 2005).

A presenca de varios compostos bioativos no azeite, alguns dos quais exclusivos da
familia Oleacea (Obied et al, 2008) tém despertado grande interesse nas ultimas décadas
pelos seus efeitos benéficos para a satide. A bioatividade exercida por esses compostos tem
sido associada as suas propriedades antioxidantes (Ramos-Escudero et al, 2015).

0 perfil fenodlico do azeite virgem deriva principalmente da quantidade de glicésidos
fenodlicos originalmente encontrados na azeitona, bem como da atividade de enzimas
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oxidativas e hidroliticas especificas durante o processamento do azeite virgem, tais como as
B-glucosidases (Velazquez-Palmero et al, 2017).

A maioria dos compostos fendlicos identificados no azeite pertence a cinco classes
diferentes: acidos fendlicos (especialmente derivados dos acidos benzoico e cinamico),
flavonoides (luteolina e apigenina), lignanas (pinoresinol e acetoxipinoresinol), dlcoois
fendlicos (hidroxitirosol e tirosol) e secoiridoides (derivados de aglicona da oleuropeina e
ligstrosideo) (Montedoro et al, 2000). O grupo dos secoiridoides como formas conjugadas
de hidroxitirosol e tirosol tem sido amplamente estudado, devido as suas propriedades
saudaveis e representa a familia fendlica de maior concentracdo no azeite (Bendini et al,
2007). O interesse por este grupo de compostos fendlicos foi impulsionado pelo parecer
cientifico favoravel da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), que
levou a aprovacdo da alegacdo de saude "os fendis do azeite contribuem para a protecao dos
lipidios do sangue contra o stresse oxidativo"”, incluida no Regulamento da Comissdo EU
432/2012. A alegacdo de saude s6 pode ser incluida no rétulo quando o azeite tiver pelo
menos 5 mg de hidroxitirosol e seus derivados (por exemplo, complexo oleuropeina e
tirosol) por 20 g de azeite (EFSA, 2011).

Os compostos fendlicos também sdo descritos como parametros muito tteis para avaliar
a qualidade do azeite. De todos os compostos fendlicos do azeite destacam-se, pelas
propriedades organoléticas, o hidroxitirosol, o tirosol e a aglicona de oleuropeina -
responsaveis pelo sabor amargo e pela adstringéncia e a aglicona do ligstrosideo
(oleocantal) - originando sensacdes de picante e ardéncia na garganta (Kanakis et al, 2013).
Além da sua contribuicdo para as propriedades sensoriais, estes compostos apresentam
propriedades antioxidantes, conferindo resisténcia ao azeite a oxidagao, melhorando a sua
estabilidade e o seu tempo de vida.

O que se sabe da relacdo da gafa e estes compostos é que os polifendis totais diminuem
nos azeites obtidos a partir de azeitonas infetadas (Leoni et al., 2018; Peres et al., 2021; Da
Silva, 2016). Mas o efeito da gafa sobre os fendis individuais do azeite é praticamente
desconhecido. Até ao momento, apenas se conhecem os resultados de Da Silva (2016)
unicamente sobre o hidroxitirosol e o tirosol. Os resultados deste estudo revelaram que as
concentracoes dos dois alcoois fenodlicos diminuiram drasticamente com a infe¢do, embora
mais notoria no hidroxitirosol.

A fracdo lipofilica dos compostos fendlicos é constituida maioritariamente por
tocoferois (Vitamina E) e também por tocotriendis. O a-tocoferol representa cerca de 90 %
dos tocoferoéis do azeite e é reconhecido como a forma mais ativa de vitamina E. A restante
percentagem é constituida pelos diferentes homélogos (8-, Y- e 8-tocoferol) (Gimeno et al,
2002). Estes compostos além da fungdo vitaminica tém caracteristicas antioxidantes,
especialmente o a-tocoferol, contribuindo para a estabilidade oxidativa do azeite, pois inibe
a fotoxidacdo por desativacio do oxigénio singleto (Boskou, 2006).

Num estudo comparativo entre um azeite obtido de azeitonas sds e outro obtido de
azeitonas infetadas com gafa houve um decréscimo nos teores de tocoferdis totais no azeite
de azeitonas com a doenga, tendo sido a concentracdo de a-tocoferol a mais afetada (Da
Silva, 2016).

7

O B-caroteno é um pigmento que contribui para os tons amarelos do azeite, é um
precursor da vitamina A (retinol), que estruturalmente é metade da molécula de (3-caroteno
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e tem propriedades antioxidantes, o que o torna outro composto do azeite de elevado valor
bioldgico, principalmente pelas suas propriedades antioxidantes (Minguez-Mosquera et al.,
2008). Este composto é sintetizado unicamente por organismos fotossintéticos, pelo que os
seres humanos tém de o obter exclusivamente através da dieta (Belitz et al,, 2008).

Os principais carotenoides presentes no azeite sio a luteina e o -caroteno (Boskou,
2011). Desconhecem-se quaisquer estudos sobre as implica¢cdes da gafa no teor em f3-
caroteno de azeite extraidos de azeitonas infetadas. Apenas Kishimoto (2018) fez um estudo
sobre a vitamina A. Os dados do seu estudo indicam que a presenca de antracnose nas
azeitonas degrada essa propriedade bioldgica importante do azeite.

Até ao momento, os resultados da investigacdo deixam bem patente que o azeite perde
qualidade quando obtido de azeitonas infetadas por gafa e que a degradacao é proporcional
aincidéncia e a severidade da doenga nos frutos (Da Silva, 2016; Peres et al,, 2021; Abacigil
etal, 2023).
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4, Estratégias para o combate a doenca

Os elevados niveis de poluicdo ambiental e as altera¢des climaticas registadas nas
ultimas décadas sdo, em parte, efeito da aplicacao indiscriminada de produtos fitofarmacos
e de fertilizantes. Embora a toxicidade ambiental da maior parte dos produtos quimicos seja
hoje menor do que no passado, atualmente privilegiam-se os meios de protecdo menos
agressivos para os ecossistemas. A protecdo integrada da gafa exige a integracdo racional
de todos os meios e estratégias disponiveis para conseguir um combate satisfatério da
doenca, para obter uma azeitona de elevada qualidade com o minimo impacto ambiental.
Das medidas de luta disponiveis, destacam-se a luta cultural, a luta genética, os métodos
bioldgicos e os métodos quimicos.

4.1. Meios de luta cultural

Devido a importancia da presenca de agua e/ou de humidade relativa elevada para o
desenvolvimento da doencga, as estratégias de luta contra esta doenca, passam por medidas
culturais que favorecam o arejamento e reduzam a humidade das folhas, como a poda
racional que evite copas densas e menores densidades de plantacdo (Moral et al., 2008;
Sergeeva, 2011; Cacciola et al., 2012). E também pratica aconselhavel remover as fontes de
indculo, como folhas e azeitonas infetadas que tenham caido no chdo ou que permaneceram
na arvore, bem como eliminar os detritos resultante das podas (Conde et al., 2013b).

Uma vez que a suscetibilidade a doenga da gafa aumenta com o estado de maturagio da
azeitona, a colheita precoce é uma estratégia de controlo muito eficaz (Moral et al., 2014).
Neste sentido alguns autores recomendam a utilizacdo de cultivares de maturacdo mais
tardia uma vez que nessas cultivares, a maturacdo da azeitona coincide com temperaturas
mais baixas e, portanto, menos favoraveis a propagac¢do da doenga (Bompeix et al., 1988).
Tendo em conta que, em condicdes de campo, as azeitonas aparentemente sds podem
apresentar infe¢des latentes, é recomendavel antecipar a colheita quando se observam as
primeiras azeitonas infetadas (Roca et al., 2007).

Tal como noutras culturas, o estado nutricional dos frutos pode influenciar o
desenvolvimento da antracnose. Neste sentido, recomendam-se fertilizagdes equilibradas
sobretudo em compostos azotados (Roca et al., 2007). Por outro lado, os compostos de
calcio estdo a ser utilizados para controlar a antracnose, porque inibem a atividade das
enzimas e toxinas excretadas pelos agentes patogénicos e reforcam a estrutura da parede
celular dos tecidos dos frutos (Moral & Trapero, 2009). Varios estudos referem que existe
uma relacdo linear entre o teor de calcio da azeitona e a sua resisténcia a antracnose, o que
explica que a doenga seja endémica em zonas com solos acidos (Roca et al,, 2019).

4.2. Meios de luta genética

Embora a grande maioria, das cultivares de oliveiras portuguesas, seja suscetivel a
antracnose, foram identificadas varias cultivares com um nivel de resisténcia elevado, o que
as torna uma estratégia recomendada para plantacdes em zonas favoraveis a doenca (Moral
etal, 2014). Algumas destas cultivares apresentam também resisténcia combinada a varios
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problemas fitossanitarios, o que aumenta o seu interesse para novas plantacdes em zonas
de risco para estas doengas. (Moral & Trapero, 2009).

4.3. Meios de luta biolégica

Nos ultimos anos, a necessidade de minimizar o impacto ambiental dos fungicidas
impulsionou a utilizacdo de métodos de controlo bioldgico, como a utilizacdo de
microrganismos antagonistas (fungos, leveduras e bactérias) ou de produtos de origem
natural (extratos vegetais) (Moral et al., 2018). Os métodos de luta biol6gica nao tém sido
utilizados comercialmente contra esta doenca da oliveira, embora esse seja um objetivo
desejavel a médio prazo (Moral et al., 2014). A menor eficicia de alguns destes produtos em
condig¢des naturais de infecdo no campo realca a necessidade de mais investigacao antes de
estes produtos poderem ser considerados como uma alternativa valida para o controlo da
antracnose (Roca et al.,, 2007).

4.4. Meios de luta quimica

Os métodos de controlo quimico, seguindo as recomendac¢des atuais para a utilizagao
sustentavel dos produtos fitofarmacéuticos, devem ser utilizados quando as medidas de
combate alternativas sio insuficientes. Os compostos de cobre possuem caracteristicas que
motivam a sua utilizagdo, como a resisténcia a lavagem da chuva, o amplo espectro de a¢io
contra fungos e bactérias, a capacidade de interferir com as toxinas dos agentes patogénicos
e o baixo custo (Roca et al., 2007; Moral et al., 2014). Além disso, ndo foram detetadas
populagdes de fungos tolerantes ao cobre, apesar dos compostos cupricos serem utilizados
na agricultura ha mais de 100 anos (Montag et al., 2006; Borkow & Gabbay, 2009).
Infelizmente, nas cultivares suscetiveis a antracnose, quando as azeitonas ndo sdo colhidas
no inicio da maturagio, o controlo eficaz da doenca exige a utilizagdo de fungicidas (Moral
et al., 2014). Apesar de um declinio acentuado do consumo de fungicidas ctpricos a nivel
europeu, a sua aplicagdo continua a ser a medida de controlo mais utilizada para a
antracnose da oliveira (Pérez, 2011). A utilizacdo de fungicidas organicos é muito limitada
durante o outono, uma vez que podem ser lipossoluveis, com possibilidade de
permanecerem no azeite durante a lipogénese, o que torna a dependéncia dos fungicidas
cupricos mais acentuada (Moral & Trapero, 2009).

Os fungicidas ctpricos sdo preventivos recomendando-se a sua aplicacdo antes dos
periodos de infecdo (primeiras chuvas outonais) (Moral et al., 2009). Para aumentar a
eficicia da prevencdo, o produto deve penetrar no interior da copa das oliveiras. Os
compostos cupricos como: hidréxidos, 6xidos, oxicloretos e sulfatos mostram uma elevada
eficacia contra o agente patogénico (Moral et al.,, 2014), observando-se também uma boa
eficicia das misturas de compostos ctpricos e organicos (Pérez, 2011). A utilizacdo de
novos compostos com baixa concentracdo de cobre, tem-se revestido de grande interesse,
por causa da reducgdo significativa da quantidade de cobre permitida na Unido Europeia
(Moral et al,, 2018). A frequéncia e o momento das aplicagdes variam consideravelmente
com a persisténcia do fungicida, as condi¢des ambientais, a suscetibilidade da cultivar e o
nivel de infecdo existente. O outono é o periodo de controlo essencial, pois as epidemias da
doenca ocorrem durante esta estacdo (Roca et al., 2007).

23



Cecilia Maria Marcelo da Silva Gouveia

5. Material e Métodos

5.1. Material

Na obtencdo dos azeites, utilizaram-se azeitonas das cultivares ‘Cobrancosa’ e ‘Galega
Vulgar’ provenientes de um olival tradicional de sequeiro, localizado na Regido da Beira
Baixa (39 ° 4901900 N, 7 °® 2703100 W), nio sujeito a tratamentos fitossanitarios.
Realizaram-se quatro colheitas, entre outubro e novembro em trés campanhas consecutivas
(2019, 2020 e 2021), com uma periodicidade quinzenal.

5.2. Métodos
5.2.1. Caracterizacéao dos frutos

Em cada data de colheita, determinou-se o indice de maturacio das azeitonas (IM),
seguindo as orientagdes do Conselho Oleicola Internacional (COI, 2011). Estimou-se a
percentagem de frutos infetados por Colletotrichum spp. e estando a mosca-da-azeitona
(Bactrocera oleae) presente no olival, determinou-se, simultaneamente, a percentagem de
azeitonas atacadas por esta praga. As percentagens de incidéncia de gafa e de mosca
resultaram da observacio visual do nimero de frutos com presenca de sintomas da doenga
e/ou presenca da praga (picada, ovo, larva pupa e orificio de saida) numa amostra de cem
frutos. As observagdes foram efetuadas em duplicado, num total de duzentos frutos.

5.2.2. Extracao do azeite

Imediatamente apds cada uma das colheitas, procedeu-se a extracdo do azeite em
sistema Abencor (MC2 Ingenieria y Sistemas S.L., Sevilha, Espanha). As azeitonas foram
trituradas em moinho de martelos equipado com crivo de 4 mm a 3000 rpm. A batedura das
pastas foi realizada a 27-30 °C, por 30 min, e a centrifuga¢do a 3500 rpm durante 1 min.
Apo6s centrifugacio, os azeites foram decantados e filtrados.

Nas amostras de azeite avaliaram-se os parametros quimicos de qualidade: acidez,
indice de per6xido e absorvancias no ultravioleta (Kz32 e Kz70) bem como o exame
organolético e estudou-se a estabilidade oxidativa de cada azeite.

Para o estudo dos compostos bioativos, quantificaram-se os principais acidos gordos, os
compostos fenodlicos totais, determinou-se o perfil fenolico das amostras, quantificaram-se
os compostos fendlicos abrangidos pela alegacdo de saude (hidroxitirosol, tirosol e seus
derivados) e determinaram-se os teores de pigmentos clorofilinos e de 3-caroteno.

5.2.3. Critérios de qualidade e acidos gordos principais

Os critérios quimicos de qualidade (acidez, indice de perdxido, absorvanciasa 270 e 232
nm) e os acidos gordos, palmitico (C16:0), estedrico (C18:0), oleico (C18:1) e linoleico
(C18:2) foram avaliados em quadruplicado por Espectroscopia de Infravermelho Préximo
(NIR) (MPA, Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha) e quantificados através de calibragdes
comerciais (B-Olive-0il, Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha). A informacao espectral foi
recolhida em amostras de azeite a temperatura de 50 °C, previamente preparadas e filtradas
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segundo a Norma Portuguesa NP-896/86, em modo de absorvancia e no comprimento de
onda de 12000 a 4000 cm-1, com resolucdo de 8 cm-! e 32 scans.

Nas amostras onde se verificou ndo conformidade com a categoria de azeite virgem
extra, foram realizadas analises pelos métodos oficiais (Regulamento (UE) n.2 2019/1604).
Procedeu-se também, ao exame organolético de todas as amostras de azeite recorrendo a
um painel de provadores qualificado (COI, 2018; Regulamento (UE) n.2 2019/1604).

5.2.4. Compostos fenolicos totais

0Os compostos fenolicos foram recuperados do azeite por micro extracdo liquido-liquido
(MELL). Para a obtencdo do extrato fendlico seguiu-se o método descrito por Murkovic et
al. (2004). Juntou-se 0,5 g de azeite com 1 cm3 de solugdo metanol/agua 80 % (v/v), agitou-
se 1 min em Vortex (Labinco L46), centrifugou-se durante 5 min a 13400 rpm (Minispin
5452 Eppendorf) e retirou-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 5 cm3. Este
procedimento repetiu-se mais duas vezes. Recolheram-se os 3 extratos, no mesmo baldo
que se perfez com agua ultrapura. Cada extragao foi realizada em triplicado.

Os extratos foram avaliados por espectroscopia VIS, num espectrofotémetro Jasco 7800
e detetados a 765 nm de acordo com o método colorimétrico Folin-Ciocalteu. A
quantificacdo foi efetuada numa curva de calibragao de acido galico (intervalo 0,5-10,0 mg
dm3). Os resultados sdo apresentados em mg de equivalentes de acido galico por
quilograma de azeite (mg (EAG) kg1 azeite).

5.2.5. Alegacbes de saude

Para a quantificagdo do hidroxitirosol e tirosol e seus derivados presentes nas amostras
de azeite, utilizaram-se os extratos hidrometandlicos obtidos para a quantificagdo dos
compostos fendlicos totais cujo procedimento esta descrito no ponto anterior (6.2.4).

E fundamental proceder a uma hidrélise acida dos extratos fenédlicos do azeite para a
sua total quantificacdo, porque uma fragdo destes compostos encontra-se ligada a outras
moléculas (Mastralexi et al, 2014; Tsimidou et al, 2019). Para o processo de hidrdlise
seguiu-se o método de Nenadis et al. (2018), que constou na preparacio de trés tubos de 2
cm3 com tampa, contendo 0,5 cm3 de extrato fendlico e 0,5 cm3 de H2SO4 (1M), agitaram-se
em vortex (Labinco L46) 15 segundos, colocaram-se em banho termo estatico a 80 °C
durante 2 horas e posteriormente arrefeceram-se em banho de gelo.

A analise dos compostos fendlicos hidroxitirosol (Htyr) e tirosol (Tyr) e seus derivados,
foi realizada de acordo com Reboredo-Rodriguez et al. (2016), num cromatégrafo Agilent,
série 1100 (Agilent Technologies Instrument), acoplado de coluna C18 Phenomenex
Kinetex (2,6 um, 100 x 3,00 mm) e detetor de diodos (Agilent 1100). A eluicdo em gradiente
foi realizada com um sistema de solvente dgua/acido féormico (99,5 : 0,5; v/v) como fase
movel A e acetonitrilo como fase mével B. O tempo total de execucdo foi de 13 minutos (mais
5 minutos pds-corrida). As condi¢des de eluicdo do gradiente foram as seguintes: 0 min, 95
% A; 3 min, 80 % de A; 4 min, 60 % de A; 5 min, 55 % A; 9 min, 40 % de A; 10 min, 0 % de
A; 12 min, 95 % de A; e 13 min, 95 % de A.
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Antes da injecdo, os extratos fenolicos hidrolisados foram previamente filtrados através
de filtro de seringa Pall Gelman Acrodisc (membrana de 0,45 pm, 25 mm, GHP). O volume
de injecao foi 5 mm3 e taxa de fluxo da fase mével de 0,7 cm3 min-! com a coluna mantida a
40 °C. A identificacio dos compostos fendlicos (Htyr e Tyr) foi obtida comparando os
valores do tempo de retencdo com os padrdes puros. As concentracdes foram calculadas
com base em curvas de calibragio de Htyr e Tyr, com um intervalo entre 0,1-20 mg dm-3. Os
resultados da alegacdo de sauide apresentaram-se em mg (Tyr) 20 g-1 de azeite.

5.2.6. Perfil de compostos fenélicos

0 perfil fenolico foi avaliado por HPLC de acordo com o método do Conselho Oleicola
Internacional com algumas modificagdes (COI, 2017). Os compostos fenolicos foram
recuperados do azeite por extragao liquido-liquido utilizando o procedimento proposto por
Pirisi et al. (2000).

Resumidamente a extragdo fenolica constou na pesagem de 2 g de azeite para um tubo
falcon de 10 cm3, adicionou-se 1 cm3de padrao de acido siringico (0,015 mg cm-3), 1 cm3de
n-hexano e 2 cm3 de solugdo metanol/agua 80% (v/v). Agitou-se em vortex (Labinco L46)
durante 2 min e levou-se a centrifuga (Orto Alresa - Lince) durante 3 min a 3 000 rpm.
Recolheu-se a fase hidroalcodlica para outro tubo falcon de 10 cm3, enquanto a fase hexanica
se extraiu mais duas vezes com 2 cm3 de solu¢do metanol/agua 80 % (v/v).

De forma a remover o azeite residual no tubo contendo as trés fases hidroalcodlicas,
adicionaram-se 2 cm3 de n-hexano, levou-se novamente a centrifuga (Orto Alresa modelo
Lince) por 3 min a 3 000 rpm, retirou-se a fase hexanica sobrenadante que se descartou
(esta operagao repetiu-se novamente). Apds as duas lavagens com n-hexano, transferiu-se
o extrato hidroalcoo6lico para uma ampola de evaporacio de 10 cm3 e levou-se a secura total
num evaporador rotativo (Biichi Rotavapor R-114) com banho termo estético a 35 °C. O
extrato seco foi retomado com 0,5 cm3 de solugdo metanol/agua 50 % (v/v) e filtrou-se
através de filtro de seringa Pall Gelman Acrodisc (membrana de 0,45 pm, 25 mm, GHP).

Para a quantificagao foi utilizado um sistema Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies),
constituido por um desgaseificador, uma bomba quaternaria e um detetor UV (A = 280nm).
Utilizou-se uma coluna Purospher C18 (250 mm x 3,9 mm x 4 mm) em forno a 30 °C. A
injecdo foi de 20 puL com tempo de corrida de 82 minutos. A fase movel consistiu em solucdes
de (A) Agua com 0,2 % H3P04 (v/v), (B) metanol e (C) acetonitrilo com um caudal constante
de 1 cm3 min-! foi o indicado pelo documento COI/T. 20/Doc. No 29 (COI, 2017) (Tabela 4).

Tabela 4- Programa de gradiente utilizado para determinacéo do perfil fendlico.

Tempo A% B % C%

(min)
0 9 2 2
40 50 25 25
45 40 30 30
60 0 50 50
70 0 50 50
72 9% 2 2
82 9% 2 2

Fonte: COI/T. 20/Doc. No 29 (COI, 2017).
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A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pelo método de padrio interno de
acordo com o mesmo documento (COI, 2017). Os resultados sdo apresentados em mg
(tirosol) kgt de azeite.

5.2.7. Pigmentos clorofilinos

A quantificacdo dos pigmentos clorofilinos foi efetuada através da medicdo das
absorvancias a 630, 670 e 719 nm, utilizando-se o ar como referéncia, de acordo com o
método IUPAC proposto por Pokorny et al. (1995). Foi utilizado um espectrofotémetro
Biochrom Libra S21. O teor em pigmentos clorofilinos (PC) expressos em (mg de feofitina
kg1 de azeite) foi calculado de acordo com a seguinte equagao:

345,3 x (Abs670—(0,5 x Abs630)—(0,5 x Abs719))
10

PC (mg feofitina.kg1) =

Onde:
PC - Teor em pigmentos clorofilinos (mg de feofitina/kg de azeite)
Abs A - Absorvancia medida no comprimento de onda 4

5.2.8. B-caroteno

A extracdo de -caroteno basou-se na metodologia descrita por Minguez-Mosquera et
al. (1990) sem saponificagio. Consiste numa extrag¢do liquido-liquido, em que os diferentes
grupos de carotenoides - carotenos e xantofilas - sdo separados por duas fases:
dimetilformamida (DMF), que retém clorofilas e xantofilas, e n-hexano, que retém o 3-
caroteno.

Assim, para a extracdo, pesaram-se 1,5 g de azeite para um tubo falcon de 50 cm3 com
tampa, adicionaram-se 15 cm3 de DMF e 7 cm3 de n-hexano, agitou-se em vértex (Labinco
L46) durante 1 min e levou-se a centrifuga (Orto Alresa - Lince) durante 5 min a 5000 rpm.
Recolheu-se a fase superior (hexanica) para um baldo volumétrico de 25 cms3. A adi¢do de 7
cm3 de n-hexano e as restantes operacdes repetiram-se mais duas vezes, juntando os trés
extratos no mesmo baldo volumétrico de 25 cm3 que se perfez com n-hexano. Os extratos,
apos filtrados através de filtro de seringa Pall Gelman Acrodisc (membrana de 0,45 pm, 25
mm, GHP), foram imediatamente avaliados num espectrofotémetro Jasco 7800 e detetados
no comprimento de onda de 450 nm. As concentragdes foram calculadas com o auxilio de
uma curva de calibracdo de [B-caroteno, no intervalo de 5-200 pg cm3. Os resultados
apresentam-se em mg (3-caroteno) kg-! de azeite.

5.2.9. Estabilidade oxidativa

A determinacdo deste parametro foi realizada em equipamento Rancimat 679 da
Metrohm. As condi¢des operacionais foram as seguintes: 4 cm3 de azeite, temperatura do
bloco de aquecimento de 120 °C e fluxo de ar de 20 L/h. Os produtos volateis de oxidacio
resultantes do ensaio e arrastados pelo fluxo de ar foram recolhidos num vaso com 60 cm3
de agua desionizada a temperatura ambiente. Ao longo do ensaio, os elétrodos de platina
verificam o aumento da condutividade, resultando na obtencdo de um registo automatico
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do tempo de inducdo, para cada amostra, sendo o valor maximo de condutividade de 200
uS/cm. Os resultados sdo expressos em hora, referindo-se ao momento de inflexdo da curva
de condutividade que coincide com o fim do periodo de inducao.

5.2.10. Tratamento estatistico dos resultados

A andlise estatistica dos resultados foi efetuada utilizando o software StatisticaTM,
versdo 7, da Statsoft, Tulsa, OK, EUA. Foi realizada uma andlise de varidncia a um fator
(ANOVA) e comparagdo dos valores médios utilizando um teste post hoc de Tukey, para um
nivel de significancia de 0,05.

Todas as andlises descritas nos capitulos seguintes para a caracterizacdo dos azeites
foram realizadas em triplicado ou em quadruplicado e calculadas as médias dos resultados.
Os resultados foram expressos em média + desvio padrao.
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6. Resultados e Discussao

6.1. Caracterizacao dos frutos

Durante trés campanhas consecutivas (2019, 2020 e 2021), realizaram-se quatro
colheitas de azeitonas das cultivares ‘Galega Vulgar’ e ‘Cobrangosa’, entre outubro e
novembro com uma periodicidade quinzenal, nas quais se avaliaram os indices de
maturacdo (IM) e os niveis de incidéncia de gafa e de mosca-da-azeitona. Os resultados
experimentais encontram-se representados na Tabela 5.

Podemos verificar que em ambos os olivais, nas trés campanhas, houve presenca de gafa
(doenca) e de mosca (praga) e que a sua incidéncia foi aumentando, em geral, ao longo da
maturacao dos frutos.

Em cada momento de colheita, a cultivar ‘Cobrancosa’ apresentou indices de maturacao
quase sempre inferiores ao da cultivar ‘Galega’, registando os menores indices de maturacao
na campanha de 2021 (Tabela 5).

Tabela 5 - Incidéncia de gafa e mosca-da-azeitona (%) nas azeitonas das cultivares ‘Galega’ e ‘Cobrancosa’ e respetivos
indices de maturacao avaliados nas 3 campanhas sucessivas (2019, 2020 e 2021).

Incidéncia Incidéncia Incidéncia Incidéncia
cCultivar Colheita de gafa de mosca IM Cultivar Colheita de gafa de mosca IM
ampanha nos frutos nos frutos Campanha nos frutos nos frutos
(%) (%) (%) (%)
T 9 47 3,13 T1 0 36 1,60
‘Galega’ T2 5 57 3,11 ‘Cobrancosa’ T2 30 83 3,79
2019 T3 51 82 4,22 2019 T3 47 63 3,50
T4 70 35 5,74 T4 64 36 5,13
T1 3 44 1,87 T1 6 29 2,38
‘Galega’ T2 5 16 2,94 | «Cobrancosa’ T2 4 14 3,35
2020 T3 26 42 4,82 2020 T3 4 26 3,91
T4 91 44 6,40 T4 12 40 4,66
T 0 15 2,14 T1 0 27 0,95
‘Galega’ T2 0 41 3,46 ‘Cobrancosa’ T2 0 46 1,94
2021 T3 3 59 3,82 2021 T3 24 73 2,71
T4 91 72 5,09 T4 9 28 3,76

Além disso verifica-se uma relacdo entre a praga e a doenca, ou seja, geralmente apds
um aumento na incidéncia da praga ha uma resposta positiva na incidéncia da doenga
(Tabela 5) nomeadamente nos meses onde ocorre precipitacdo e temperaturas amenas
(Figura 3). Tal esta em concordancia com os estudos que referem, que as infestagdes de
mosca-da-azeitona (Bactrocera oleae) sdo frequentemente acompanhadas por infe¢des de
gafa nas azeitonas em simultineo com temperatura atmosférica amena (15-20 °C) e
condi¢des de humidade relativa elevadas que prevalecem em outubro e novembro (Gucci et
al., 2012). Por outro lado, também o estado de maturagao das azeitonas é descrito como um
fator critico para o desenvolvimento da antracnose (Moral et al., 2008, Leoni et al., 2018).

Considerando os valores dos indices de maturacido e os de incidéncia de praga e de
doenca verificamos que foram distintos nos trés anos deste estudo. Estando estes
parametros diretamente relacionados com as condi¢cdes ambientais, a Figura 3 mostra que
as condi¢des climaticas durante as trés campanhas registaram valores médios mensais
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muito diferentes. No que respeita a precipitacdo e a temperatura, apercebemo-nos que os
anos de 2020 e 2021 apresentaram condi¢des ideais para a germina¢do de esporos e
desenvolvimento do fungo do género Colletotrichum, nomeadamente no periodo de colheita
(outubro/novembro) onde a cultivar ‘Galega Vulgar’ ja tem muitas vezes a maior parte dos
seus frutos na fase de pintor. Assim, constatamos que a cultivar ‘Galega Vulgar’ apresenta
niveis de incidéncia de gafa superiores, comparativamente a cultivar ‘Cobrangosa’,
atingindo mais de 90 % nas campanhas de 2020 e 2021, sempre acompanhada de grandes
estragos nos frutos.

Por sua vez, a cultivar ‘Cobrancosa’ registou o nivel de gafa mais elevado na campanha
de 2019 (64 %), tendo sido bastante inferior nas campanhas de 2020 e 2021 com
incidéncias maximas de 12 e 9 %, respetivamente. Porém, incluindo o ano de 2019, a
incidéncia de gafa nos frutos ‘Cobrangosa’ ndo foi acompanhada de elevada severidade
como foi o caso da cultivar Galega (dados nao apresentados).
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Figura 3- Valores médios mensais de temperatura e precipitacdo registados na regiao de Castelo Branco nos anos de
2019, 2020 e 2021 (Projeto Modolive (2019, 2020); IPMA, 2021).

Tal como referido anteriormente, os frutos da cultivar ‘Galega Vulgar’ sdo mais
suscetiveis a antracnose do que os frutos da cultivar ‘Cobrangosa’ (Gomes et al., 2012;
Talhinhas et al., 2015; Gouvinhas et al., 2016; Peres et al., 2021). Diferencas relacionadas
com as caracteristicas da cuticula dos frutos poderdo determinar as diferengas registadas
entre as cultivares face a incidéncia e severidade da gafa (Gomes et al., 2012). Na verdade,
quanto mais espessa for a cuticula do fruto, maior resisténcia apresenta a entrada dos
agentes patogénicos. Sendo descrito que as azeitonas ‘Galega’ apresentam células
epidérmicas muito finas, podera explicar a sua menor protecdo a entrada do fungo (Gomes
etal, 2012).
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6.2. Caracterizacao dos azeites

6.2.1. Critérios de qualidade

A caracterizac¢do dos azeites virgens resultantes de azeitonas infetadas pela doenca da
gafa podera conceder informagdo que permita conhecer a influéncia deste fator sobre os
seus compostos quimicos e atributos sensoriais. Essa informa¢do podera permitir ao
agricultor decidir o momento ideal de colheita como meio de controlo da antracnose
(Aparicio & Luna, 2002).

Os resultados relativos aos critérios de qualidade avaliados nos azeites Galega e
Cobrancosa nas trés campanhas deste estudo, encontram-se resumidos nas Tabela 6 e 7,
respetivamente.

Fazendo uma anadlise global dos resultados expressos nas Tabela 6 e 7 podemos verificar
que nos azeites das duas cultivares, todos os critérios de qualidade avaliados estio de
acordo com o Regulamento (UE) n.2 2019/1604 para a categoria de azeite virgem extra
(AVE), com exce¢do dos azeites Galega da ultima colheita (T4) dos anos 2020 e 2021 (Tabela
6).

Tabela 6 - Critérios de qualidade (acidez, indice de peroxido (IP), Kz3, K270 € exame organolético) nos azeites Galega
avaliados nas 3 campanhas sucessivas (2019, 2020 e 2021) (valores médios + desvio padrao).

. Exame organolético (Mediana)
Colheita Acidez IP

Cultivar o -1 Ka32 K270
Campanha ;l/ueii:%) (meqOzke™) F\l}g:adio Amargo Picante Mofo
T1 0,38 + 0,00¢ 8,60 + 0,242* 1,65+ 0,02 0,17 + 0,012 6,15 7,70 7,70 -
‘Galega’ T2 0,37+ 0,00¢ 9,90 + 0,13b 1,76 + 0,012 0,13+ 0,01> 7,25 7,35 7,80 -
T3 0,50 + 0,00° 7,40 +0,08¢ 1,57 + 0,01¢ 0,13 £ 0,01P 4,60 4,90 4,60 -
T4 0,64 + 0,002 6,53 +0,07¢ 1,50 + 0,01 0,12 + 0,01> 5,95 6,20 1,85 -
T1 0,34 + 0,000 9,95 + 0,182 1,68 + 0,012 0,18 £ 0,012 6,10 9,15 8,95 -
‘Galega’ T2 0,23 £ 0,00¢ 8,54 + 0,18° 1,57 + 0,02° 0,12 + 0,004 4,65 7,30 5,25 -
T3 0,23 + 0,01¢ 4,30 + 0,18¢ 1,50 + 0,02¢ 0,10 £ 0,01¢ 3,40 4,60 2,85 -
T4 1,52 + 0,012 3,18 + 0,584 1,46 + 0,024 0,10 + 0,02¢ 0,05 0,05 0,05 1,2
T1 0,32 £ 0,00¢ 9,02 + 0,052 1,71 £ 0,012 0,13 £ 0,012 3,90 2,80 4,35 -
‘Galega’ T2 0,33 + 0,00¢ 6,50 + 0,03b 1,53+0,02¢ 0,11 +0,01> 3,35 2,25 3,75 -
2022 T3 0,42 + 0,00 4,23 £ 0,15¢ 1,38 + 0,019 0,07 + 0,01¢ 1,65 0,00 0,65 -
T4 2,12 £ 0,002 4,33 £0,10¢ 1,56 + 0,01° 0,13 £ 0,01a 0,15 0,00 0,00 1,9
Categoria Limites legislados
Azeite Virgem Extra <0,8 <20 <2,50 <0,22 Mediana frutado > 0 Mediana defeito = 0
Azeite Virgem <2 <20 < 2,60 < 0,25 Mediana frutado > 0 Mediana defeito < 3,5

*- Letras diferentes, na mesma coluna, significa que existem diferencas significativas (p < 0,05) no mesmo ano (teste de Tukey).

No caso do azeite Galega colheita T4 de 2020, por apresentar um valor de acidez de
1,52% (> 0,8%) e uma mediana de defeito de 1,2, segundo o mesmo Regulamento, é
classificado como azeite virgem (AV), enquanto o azeite Galega T4 de 2021 é considerado
lampante por apresentar um valor de acidez superior a 2 % (valor maximo permitido para
a categoria AV) (Tabela 6).

Apesar de se verificar em varias colheitas de azeitona Galega nos 3 anos uma elevada
percentagem de frutos infetados pela gafa em alguns momentos de colheita (T3 e T4 em
2019, T3 e T4 em 2020 e T4 em 2021), a acidez livre s¢ atinge valores bastante elevados em
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T4 (2020 e 2021), quando o grau de destruicdo dos frutos é ja bastante grande (90 % de
frutos com incidéncia de gafa). A época de colheita influencia pouco a acidez do azeite, se
partirmos de frutos sdos (Peres et al, 2006) ou quando a severidade da doenca ndo é muito
elevada (Leoni, et al, 2018). De facto, em 2019, apesar da percentagem de frutos com
incidéncia de gafa também ser muito elevada em T3 e T4, a severidade da doenca era muito
menor do que em T4 em 2020 e 2021 (dados nado apresentados).

Tabela 7 - Critérios de qualidade (acidez, indice de peroxido (IP), Kz3:, Ko € exame organolético) nos azeites
Cobrancosa avaliados nas trés campanhas sucessivas (2019,2020 e 2021) (valores médios + desvio padrao).

Exame organolético (Mediana)

Cultivar ~ Colheita Acidez P
Campanha (% ac. oleico)  (meq Oz2kg™) Kzs2 Karo F\r/::zio Amargo  Picante  Mofo
T 0,26 + 0,01¢ 15,23 10,122 2,05+0,012 0,19 + 0,01 7,05 8,10 7,95 -
‘Cobrancosa T 0,30 + 0,00¢ 11,63 £ 0,155 1,97 £0,01° 0,16 + 0,01° 7,05 7,30 7,60 -
' 2019 T3 0,45 + 0,00 10,93 + 0,07 1,85+ 0,01 0,14 + 0,00 5,25 6,80 6,00 _
T4 0,42 + 0,01° 11,43 £ 0,130 1,86 £0,01¢ 0,12 + 0,00 5,90 8,70 6,20 -
T 0,34 + 0,012 15,41 + 0,10 1,95+0,02> 0,19 + 0,012 4,35 9,45 9,80 -
“Cobrancosa T2 0,28 + 0,01 13,06 + 0,110 2,02+0,012 0,17 + 0,01 4,30 9,10 9,55 .
' 2020 T3 0,28 + 0,00 11,20 + 0,11¢ 1,93+0,01® 0,10 + 0,00¢ 5,05 8,15 7,30 -
T4 0,22 + 0,00¢ 7,69 + 0,07¢ 1,78 £0,01¢ 0,09 + 0,01¢ 1,65 7,60 6,75 .
T 0,32 + 0,01¢ 12,55 + 2,172 1,87 £0,032 0,18 + 0,04 6,50 6,15 7,25 -
‘Cobrancosa T2 0,34 + 0,020 11,21 £0,09%  1,77£0,02> 0,15+ 0,01° 6,30 5,75 7,15 -
’ 2021 T3 0,34 + 0,01b 10,91+ 0,15% 1,73+ 0,02>¢ 0,14 + 0,01> 5,50 5,65 6,50 _
T4 0,39 + 0,00 10,13 £ 0,77° 1,71£0,03 0,10 £ 0,01¢ 4,05 4,60 4,55 -
Categoria Limites legislados
Azeite Virgem Extra 0,8 20 2,5 0,22 Mediana frutado > 0 Mediana defeito = 0
Azeite Virgem 2 20 2,6 0,25 Mediana frutado > 0 Mediana defeito < 3,5

*- Letras diferentes, na mesma coluna, significa que existem diferencas significativas (p < 0,05) no mesmo ano (teste de Tukey).

Os resultados obtidos para a acidez estdo em concordancia com os valores encontrados
por outros autores, sendo o efeito da gafa na acidez do azeite bem conhecido (Cacciola et al.,
2012; Carvalho et al., 2008; Moral et al., 2014; Leoni et al., 2018; Peres et al., 2021; Abacigil
et al,, 2023). Alguns autores referem limiares de incidéncia de gafa entre 4-20 % e 40-45
%, para os azeites perderem a qualificacdo de azeite virgem extra e de azeite virgem,
respetivamente, por apresentarem valores de acidez superiores aos limites legais para
aquelas categorias (Iannotta et al., 1997; Carvalho et al., 2008; Leoni et al., 2018). Porém, no
presente estudo os valores de acidez superiores a 0,8 e 2 %, que correspondem aos limites
para o AVE e o AV, respetivamente, foram observados para niveis de incidéncia de gafa
superiores aos reportados nesses estudos. Na verdade, os trabalhos publicados foram
desenvolvidos em ambiente controlado a partir de inoculagdes artificiais, com agentes
patogénicos conhecidos em frutos colhidos, enquanto o presente estudo foi efetuado em
condi¢cdes de campo. No campo, as infecdes de antracnose acontecem com os frutos na
arvore, o que podera conferir maior protecdo dos constituintes quimicos dos frutos aos
efeitos do agente patogénico. Varios autores referem que em condi¢des de stresse, as
plantas tém varios mecanismos de defesa para se protegerem (Del Rio et al., 2003; Baidez
etal., 2006; Miles et al., 2008; De Bona et al., 2012; Mikulic-Petkovsek et al., 2013).

Nos trés anos sucessivos, independentemente da incidéncia de gafa, os azeites Galega
apresentaram indice de perdxido (IP) (9,95 e 3,18 meq 02 kg1) e K232 (1,76 e 1,38) mais
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baixos, comparativamente aos azeites Cobrancosa, cujos valores de IP e de k23, variaram
entre 15,41 e 7,69 meq O2kg! e entre 2,05 e 1,71, respetivamente (Tabela 6 e Tabela 7),
havendo diferencas significativas nos indices de peréxido e nos de K3, entre as 4 colheitas
de cada campanha, em ambas as cultivares (p < 0,05).

Nas trés campanhas, os valores mais elevados registados para os trés parametros que
medem a oxidagdo verificaram-se sempre nos azeites das primeiras colheitas (T1 e T2), em
ambas as cultivares (Tabela 6 e Tabela 7), mostrando nao haver efeito da doenca sobre os
parametros de oxidacdo. Contudo, a presenca de mosca aliada as elevadas temperaturas
registadas nos momentos de colheita T1 e T2 (Tabela 5 e Figura 3) poderio ser responsaveis
por estes resultados, uma vez que os orificios de saida das larvas deixam a polpa da azeitona
exposta ao ar atmosférico, podendo ocorrer oxidacdo dos acidos gordos (Malheiro et al.,
2015). Para além disso, os azeites Cobrancosa apresentam teores elevados de compostos de
oxidac¢do primaria (medidos pelo IP e Kz3;), porque a sua composicdo em acidos gordos é
mais rica em acidos gordos polinsaturados (Peres et al., 2016a).

Tal como nos critérios quimicos, os resultados do exame organolético efetuado nos
azeites Cobrangosa (Tabela 6 e Tabela 7) revelam que este critério de qualidade esta de
acordo com o Regulamento (UE) n.2 2019/1604 para a categoria de azeite virgem extra
(AVE). Estes resultados reforcam os registos de outros autores, ao referirem que azeites
obtidos de azeitonas infetadas por Colletotrichum, sobretudo os azeites de cultivares mais
sensiveis a doenga, tém notas sensoriais negativas, com defeitos caracteristicos como, mofo,
bolor e madeira himida (Conde et al., 2013a; Da Silva, 2016; Peres et al., 2021). Segundo os
mesmos autores, em azeites de azeitonas com a mesma taxa de infe¢do, mas de cultivares
mais resistentes a gafa, a percecdo dos defeitos pode acontecer mais tarde, porque a
presenca de frutados e amargos muito intensos podem sobrepor-se aos defeitos camuflando
a sua presenca (Conde et al, 2013a; Peres et al, 2021).

Avaliando os resultados representados nas Tabela 6 e 7 relativos ao exame organolético
das trés campanhas, constatamos que os melhores resultados sensoriais para azeites das
duas cultivares, nas 4 colheitas, se registaram na campanha de 2019. De uma maneira geral,
os azeites Cobrangosa, nas trés campanhas, apresentaram sensacdes mais elevadas de
frutado, amargo e picante, tendo registado os piores valores em 2020. Em contraste, nos
trés anos, os azeites Galega apresentaram sempre notas sensoriais positivas mais baixas,
observando-se os piores resultados dos seus atributos sensoriais na campanha de 2021
(Tabela 6 e Tabela 7). Nos trés anos as intensidades mais elevadas de frutado, amargo e
picante acontecem na primeira colheita T1 verificando-se a sua diminui¢io com a
maturacdo dos frutos e com a incidéncia de gafa (Tabela 5).

A cultivar 'Cobrangosa’ é considerada moderadamente suscetivel a doenga (Xavier,
2015; Moral et al,, 2017) e os seus azeites sdo reconhecidos pela elevada intensidade de
notas amargas e picantes, razdo pela qual este azeite é normalmente utilizado nas misturas
de "azeites virgens extra premium" (Gouveia et al., 2019; Gouveia et al., 2022). Do ponto de
vista sensorial, embora nao tenham apresentado defeitos, observou-se uma diminuicao de
todos os atributos positivos nos azeites Cobrancosa. Assim, a presenca de pragas e doencas
fangicas pode comprometer a utilizagdo dos azeites Cobrangosa em loteamentos de azeites
premiados, principalmente devido a diminuicdo da intensidade destes atributos.
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6.2.2. Compostos fendlicos totais e alegacdo de saude

A alegacdo “Polifendis do azeite” é de grande importancia, ja que os polifendis presentes
no azeite sao os Unicos, até ao momento, a obter uma alegacdo, ndo obstante existirem
outros alimentos com compostos antioxidantes. E também a tinica alegagio especifica para
0 azeite que ndo pode ser usada por outros dleos vegetais (Saillard, 2014).

A fracido fendlica total do azeite pode funcionar como um indicador das caracteristicas
organoléticas e do grau de protecdo antioxidante dos azeites virgens. Embora este
parametro, avaliado por espetroscopia VIS, ndo seja adequado para avaliar os compostos
fendlicos abrangidos pela alegacdo de satude, pode, no entanto, servir como indicador para
realizar uma pré-selecdo de amostras que podem suportar a alegacao (Servili, 2014).

Durante as trés campanhas foi avaliada a evolucdo dos compostos fendlicos
responsaveis pela alegacdo de satide do azeite (hidroxitirosol + tirosol) bem como a dos
compostos fendlicos totais nos azeites Galega e Cobrancosa em estudo. Apds se ter
procedido a uma hidrdlise acida dos extratos fenodlicos, para a quantificacdo dos teores de
hidroxitirosol (Htyr) e tirosol (Tyr) presentes nos azeites, na Figura 4 encontram-se
reunidos os resultados dos parametros avaliados.

1200 Azeites Ga Iega W Fendis totais (mg/kg)
1050 = Htyr (mg/kg)
900 Tyr (mg/kg)
750
. 600
o
= 450
g
300
150
0
T1-9% T2-5% T3-51% T4-70% T1-3% T2-5% T3-26% T4-91% T1-0% T2-0% T3-3% T4-91%
47% 57% 82% 35% 44% 16% 42% 44% 5% 41% 59% 72%
2019 2020 2021
Momento de colheita-incidéncia de gafa nos frutos(%)
Incidéncia de mosca-da-azeitona (%)
R Azeites Cobrancgosa = Fendis totais (mg/ke)
m Htyr (mg/kg)
1200
a Tyr (mg/kg)
1050
900
750
¥ 600
[=Ts)
E 450
300
150

T1-0% T2-30% T3-47% T4-64% T1-6% T2-4% T3-4% T4-12% T1-0% T2-0% T3-34% T4-9%
36% 83% 63% 36% 29% 14% 26% 40% 27% 46% 73% 28%
2019 2020 2021

Momento de colheita-Incidéncia de gafa nos frutos (%)
Incidéncia de mosca-da-azeitona (%)

*- Letras diferentes significa que existem diferencas significativas (p < 0,05) baseadas no teste de Tukey, entre tempos de colheita no ano, para cada grupo
de compostos.

Figura 4- Fendis totais, hidroxitirosol e tirosol nos azeites Galega e Cobrancosa (mg kg') avaliados nas trés campanhas
sucessivas (2019, 2020 e 2021) (valores médios + desvio padrao).
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A observacdo da Figura 4, indica-nos que, de um modo geral, em cada campanha o teor
dos compostos fendlicos foi decrescendo ao longo da maturagdo e com a incidéncia de gafa,
apresentando diferencas significativas (p < 0,05) entre colheitas. Nas trés campanhas os
teores maximos e minimos de fendis totais registados nos azeites Galega foram
respetivamente, 671,0 e 458,5 mg kg em 2019, 681,0 e 85,0 mg kg1 em 2020 e 390,8 e
190,8 mg kg1 em 2021. Os azeites Cobrancosa apresentaram teores maximos e minimos de
1233,6 e 718,7 mg kg1 no primeiro ano, de 1075,6 e 716,0 mg kg1 no segundo ano e de
700,1 e 554,8 mg kg1 no terceiro ano, respetivamente.

A reducdo do teor de compostos fendlicos, simultaneamente com o aumento da
incidéncia e progresso de doencas, esta de acordo com o reconhecido papel dos fungos na
biodegradacdo de compostos fendlicos naturais, a maioria deles produtores de fenol
oxidases (Mendonga, et al., 2004; Martinkovj, et al., 2016).

No entanto na campanha de 2019, nos azeites das duas cultivares embora mais evidente
nos azeites Cobrancosa verifica-se um aumento do teor de fenéis totais nas altimas colheitas
(T3 e T4) em relacdo aos restantes anos, possivelmente por ja terem caido parte dos frutos
com maior severidade da doenca (Figura 4), porque se observa uma diminuicdo da
percentagem de mosca-da-azeitona no momento de colheita seguinte (Tabela 5). Por outro
lado, nos momentos de colheita T2 cultivar ‘Cobrangosa’ e T3 cultivar ‘Galega’ a mosca-da-
azeitona atingiu o maior nivel de incidéncia (> 80 %) no olival. A sua elevada incidéncia
podera ter desencadeado o mecanismo de defesa dos frutos, causando o aumento dos teores
dos compostos fenolicos tal como refere Gouvinhas et al. (2019). Além disso, os elevados
niveis de incidéncia da praga poderado explicar também, o incremento de incidéncia de gafa
observado na colheita posterior (Tabela 5).

A Figura 4 mostra claramente a diferenca genética das duas cultivares em relacdo a
composicao fendlica, e também as grandes variacdes nos teores observados na mesma
cultivar, ao longo dos trés anos (Figura 4). O ano que mais se destacou foi o de 2021, onde
os teores de compostos fendlicos totais e de hidroxitirosol e tirosol, nos azeites das duas
cultivares, foram sempre inferiores aos obtidas nos anos anteriores. Contudo, nas trés
campanhas, os teores de hidroxitirosol foram quase sempre superiores aos teores de tirosol
(Figura 4).

Nos trés anos, os teores maximos e minimos de hidroxitirosol nos azeites Cobrancosa
foram, respetivamente, de 281, 9 e 123,4 mg kg1, enquanto os de tirosol foram de 251,0 e
133,5 mg kg-1. Comparativamente, nos azeites Galega, os teores maximos e minimos foram
de 189,71 e 2,76 mg kg! para o hidroxitirosol, e para o tirosol de 114,9 e 11,6 mg kg,
respetivamente (Figura 4).

A presenca da alegacdo de satde na rotulagem pode representar um instrumento para
a diferenciacdo e valorizacdo dos azeites, funcionando como um indicador de ‘azeite de
elevada qualidade’. Para isso, o azeite tem de ter um valor minimo de 5 mg de hidroxitirosol
e seus derivados por 20 g de azeite (EFSA, 2011).

0 principal interesse deste estudo, a nivel da comercializacdo dos azeites virgens extra,
é a verificacdo da elegibilidade para a alegacdo de saude (Hidroxitirosol + Tirosol) nos
azeites Galega e Cobrangosa em avaliagdo, nas trés campanhas. A Figura 5 apresenta os
teores de Htyr e Tyr presentes em 20 g de cada azeite, de modo a avaliar se esse azeite
cumpre com a alegacido de saude “Polifenéis do azeite”.
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*- Letras diferentes significam que existem diferencas significativas (p < 0,05) no ano.

Figura 5 - Alegacao de saude (Htyr+Tyr) nos azeites Galega e Cobrancosa (mg Tyr/20g de azeite) avaliados nas trés
campanhas sucessivas (2019, 2020 2 2021) (valores médios + desvio padrao).

Embora nao exista uma correlacdo clara entre as percentagens de incidéncia de gafa e o
teor fendlico do azeite, os resultados mostram que a concentracdo de Hyt+Tyr é superior a
5mg/20 g, para todos os azeites Cobrangosa, ao longo da maturagao, nas trés campanhas e
independentemente da incidéncia de gafa (Figura 5). Pelo contrario, nas campanhas de
2020 e 2021, nenhum azeite Galega cumpriu a alegacdo, mesmo em inicio de maturagio e
para niveis de incidéncia da doenca reduzidos. Na campanha de 2019, apenas os azeites
Galega de inicio de maturacdo cumprem com a exigéncia da alegacdo de satude (Figura 5).

Em estudos anteriores, sobre azeites obtidos de azeitonas sas (IM=3,5) (Gouveia, 2019),
obtiveram-se resultados para azeites Galega de 9,2 mg/20 g e para azeites Cobrancosa de
12,4 mg/20 g. Assim, estes dados podem indicar que a presenca da gafa (e mosca-da-
azeitona) podem ter um efeito negativo sobre os compostos responsaveis pela alegacao,
indicando que mesmo para baixa incidéncia de gafa, os azeites Galega ndo cumprem a
alegacao.

6.2.3. Perfil de compostos fenélicos

O azeite contém um vasto numero de substincias bioativas que atuam como
antioxidantes, entre as quais compostos fendlicos hidrofilicos como alcoois e acidos
fenolicos, flavonoides, lignanos e secoiridoides (Servili et al., 2009). Na Tabela 8 e na Tabela
9 encontram-se os teores dos compostos fendlicos individuais maioritarios dos azeites
Galega e Cobrangosa em duas (2019 e 2020) das trés campanhas avaliadas neste estudo.

Relativamente aos compostos maioritarios referidos na literatura, a oleaceina (HTY-
EDA) é o principal composto presente no azeite virgem. A Figura 6 mostra graficamente o
efeito da incidéncia de gafa sobre este e outros compostos nos azeites da cultivar ‘Galega
Vulgar’ da campanha 2020, verificando-se o seu quase desaparecimento no momento T4
(91 % de gafa). Este secoiridoide diminui de 242,54 para 2,5 mg kg -1 nessa campanha, como
se pode comprovar na Tabela 8.
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Figura 6- Perfil fendlico de azeites Galega (HPLC-UV-280 nm).

Na campanha anterior o teor deste composto manteve-se em cerca de 200 mg kg! em
todas as colheitas. Este composto, juntamente com o oleocantal (TYR-EDA), estdo
relacionados com a alegacdo de saude, porque contribuem para o conjunto dos compostos
hidrolisados, e tém uma forte relacao com as caracteristicas sensoriais, nomeadamente com
o sabor amargo (Andrewes et al., 2003; Beauchamp et al., 2005).

Tal como se pode observar nas Tabelas 8 e 9, na campanha de 2020 estes dois compostos
diminuem significativamente (p < 0,05) nos azeites Cobrancosa e Galega no momento T4,
provavelmente mais em resultado da presenca de gafa do que da maturagao.

Tabela 8- Compostos fendlicos maioritarios identificados por HPLC nos azeites Galega (quantificacdo de acordo com
COI (2017) em mg de tirosol/kg, para quatro tempos de colheita e em dois anos consecutivos (2019 e 2020) (valores
médios de quatro cromatogramas, 2 amostras independentes).

ANO 2019 2020

Composto fendlico (mg kg 1) T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Hidroxitirosol 17,39; 13,63° 12,150 13,45P 4,264 1,774 5,81¢ 1,114
Tirosol 5,4720 5,162bc 4,33bc 5,16 2bc 4,11bc 3,76 4,63b¢ 6,452
Vanilina 5,802 5,812 4,64b 2,24¢ 5,322 3,85b¢ 3,02b¢ 0,734
Acido p-cumarico 2,55¢ 2,56¢ 2,09¢ 1.92¢ 3,740 2,80°b¢ 2.54¢ 7,532
Oleaceina 261,632 200,57 200,51° 242,542 271,842 239,24 2b 88,09¢ 2,534
Oleocantal 49,78bc 36,84° 37,39 41,222 51,932 47,0420 19,21¢ 1,689
Pinoresinol 32,012 31,032 32,992 33,532 25,68° 23,820 24,34 14,12¢
Acido cinamico 11,532 10,72° 14,812 14,092b 14,952 18,912 15,602 14,09 ab
Luteolina 1,1320 1,320 1,282 0,900 0,58bc 0,73b 0,85°P 0,45¢
Apigenina <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Incidéncia de gafa (%) 9 5 51 70 3 5 26 91
Incidéncia de mosca (%) 47 57 82 35 44 16 42 44

< LQ - Inferior ao limite de quantificacdo (0,4 mg kg™').
*- Letras diferentes na mesma linha significa que existem diferencas significativas (p < 0,05).

De facto, num estudo sobre o efeito da maturacao nos fenéis efetuado em azeites obtidos de
azeitonas sis das mesmas cultivares, verificou-se um decréscimo destes compostos com a
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maturacao, mas as diferencas nao foram tao acentuadas (Peres et al., 2016a). Por outro lado,
noutro trabalho de maturacao, efetuado em azeites da cultivar espanhola ‘Brava Gallega’, as
concentragdes dos fendis individuais aumentaram com a maturacdo, observando-se
aumentos significativos (p < 0,05) no oleocantal, no tirosol, na luteolina e na apigenina no
azeite obtido de azeitonas em sobre maturacdo (IM = 5,5) (Reboredo-Rodriguez et al.,
2020).

Tabela 9 - Compostos fendlicos maioritarios identificados por HPLC nos azeites Cobrancosa (quantificacdo de acordo
com COI (2017) em mg tirosol/kg, para quatro tempos de colheita e em dois anos consecutivos (2019 e 2020) (valores
médios de quatro cromatogramas, 2 amostras independentes).

ANO 2019 2020

Composto fenélico (mg kg ") T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Hidroxitirosol 27,8920 25,4> 36,462 30,18 8,18 16,99¢ 9,47<d 6,154
Tirosol 12,9320 13,5720 15,182 11,36 3,20¢ 5,31¢ 4,98¢ 3,84
Vanilina 8,592b 6,21 7.032b 3,614 5,550b 9,072 4,32¢ 2,764
Acido p-cumarico 3,51b 2,464 2,77¢ 1.93e 3,90 3,470 2.31cd 2,11de
Oleaceina 144,29 65,46 ¢ 124,39 149,66 > 225,812 202,752 139,310 71,67¢
Oleocantal 43,760 25,82¢ 29,79¢ 34,82bc 62,562 73,592 31,860 17,254
Pinoresinol 24,252 14,85 bc 17,78° 10,99<d 13,67bc 12,43¢ 9,40de 7,11¢
Acido cinamico 2,93b 2,860 2,820 4,84b 14,592 9,88ab 6,652 6,282
Luteolina 6,290 6,60P 5,57 14,852 13,842 7,68b 11,592 14,342
Apigenina 3,69¢ 4,60bc 4,47bc 6,912 4,77%c 3,78¢ 5,61 6,622
Incidéncia de gafa (%) 0 30 47 64 6 4 4 12
Incidéncia de mosca (%) 36 83 63 36 29 14 26 40

*- Letras diferentes na linha significa que existem diferencas significativas (p < 0,05).

Os teores dos compostos individuais hidroxitirosol, tirosol, oleaceina, oleocantal,
luteolina encontrados nos azeites Galega e Cobrancosa de 2019, encontram-se dentro dos
valores encontrados por Rodrigues et al. (2019).

A diferenca entre os perfis fenolicos dos azeites Galega e Cobrangosa (Tabela 8 e Tabela
9) refletem, como ja foi mencionado, fatores genéticos. Os azeites Cobrangosa apresentam
maiores teores de flavonoides (luteolina e apigenina), como ja tinha sido referido por Peres
et al. (2016b). O azeite Galega é mais rico em oleaceina, exceto em T3 e T4 em 2020, onde
se observaram estragos ja muito elevados nos frutos.

Além das diferencgas genéticas que distinguem as cultivares, também existem diferencas
na mesma cultivar nas distintas campanhas (Tabelas 8 e 9). Um dos compostos que importa
referir para a avaliacdo do efeito da gafa na presenga de compostos fendlicos é a vanilina.
Podemos verificar que, para os anos em avaliagdo, hd uma diminuicdo do teor deste
composto e que tal ndo se relaciona, face aos resultados de outros estudos (Peres et al.,
2016b; Rodrigues et al,, 2019), com o efeito da maturacdo, mas pode ser um indicador a
estudar para avaliar se o fungo tem alguma relacdo com este aldeido fendlico.

Os resultados apresentados nas Tabela 8 e 9 mostram niveis elevados de hidroxitirosol
e tirosol livres encontrados nos azeites de 2019 comparados com os obtidos em 2020. Esta
diferenca sugere que podera ter havido uma antecipacdo no processo de hidroélise dos
secoiridoides presentes nas azeitonas da campanha de 2019.
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Pela observacdo da Tabela 5, constata-se que, em 2019, os indices de maturacio das
primeiras colheitas em ambas as cultivares sdo superiores as homologas dos anos seguintes,
sugerindo que a maturagdo se antecipou naquele ano. Acresce que nos meses de setembro
e outubro do mesmo ano, as temperaturas médias rondaram os 23 °C e 0os 18 °C
respetivamente, com ocorréncia de muito fraca precipitacdo. O stresse climatico é
considerado como um fator favoravel para o aumento da sintese fendlica (Malheiro et al.,
2015).

Por outro lado, existem processos quimicos e/ou bioquimicos relacionados com a
atividade de enzimas end6genas presentes nos frutos e no azeite. As enzimas (-glicosidases
possuem um papel critico na formacao do perfil fendlico do azeite, por estarem envolvidas
na degradacdo da oleuropeina (Garcia-Rodriguez et al., 2015). A diminui¢do na atividade
destas enzimas é acompanhada por uma diminui¢do acentuada no teor fendlico no azeite
(Hbaieb et al., 2015). Complementarmente as (-glicosidases (que hidrolisam glicésidos
fenodlicos), sdo assinaladas, como os principais fatores bioquimicos que afetam o contetdo
fendlico do azeite, outras enzimas endégenas oxido-redutases, como a peroxidase (PPO) e a
polifenoloxidase (POD) que oxidam os compostos fenoélicos (Peres et al., 2016b).

6.2.4. Perfil de acidos gordos principais

Os 4acidos gordos mais representativos presentes no azeite virgem sao o oleico (C18:1)
monoinsaturado (55-83 %), o linoleico (C18:2) polinsaturado (3,5-21 %) e os acidos
palmitico (C16:0) (7,5-0 %) e estearico (C 18:0) (0,5-5 %) saturados (Reg. (UE) n.2
2019/1604).

Os resultados percentuais dos acidos gordos principais obtidos nos azeites ‘Galega’ e
‘Cobrancosa’ estudados, encontram-se representados nas Tabela 10 e Tabela 11
respetivamente.

Tabela 10 - Acidos gordos principais (%) (C18:1, C18:2, C16:0 e C18:0) por ordem de importancia identificados por NIR
nos azeites Galega para quatro tempos de colheita e em trés anos consecutivos (2019, 2020 e 2021) (valores médios +
desvio padrao).

. Incidéncia Acido oleico Acido linoleico  Acido palmitico  Acido estearico
Cultivar . o o
Campanha Colheita de gafa nos (%) (%)' (%) (%)
frutos (%) C18:1 C18:2 C16:0 C18:0

T 9 74,98 £ 0,14 4,94 £ 0,07 15,76 + 0,04 2,52 + 0,04

‘G;;ga’ V) 5 75,04 + 0,07 4,96 + 0,07 15,33 + 0,04 2,67 £ 0,01

T3 51 75,29 + 0,05 5,22 + 0,03 14,52 + 0,03 2,59 + 0,01

T4 70 76,54 + 0,02 4,95 + 0,02 14,04 + 0,01 2,39 + 0,01

T 3 76,51 £ 0,01 4,91 £ 0,02 13,95 + 0,03 2,22 £ 0,03

‘Galega’ T2 5 75,91 £ 0,14 4,78 + 0,07 14,25 + 0,06 2,41 +£ 0,05

2020 T3 26 76,19 £ 0,14 5,30 + 0,07 13,31+ 0,07 2,45 + 0,02

T4 91 77,27 £ 0,09 4,71 £ 0,05 12,61 + 0,03 2,53 £ 0,02

T1 0 75,07 + 0,06 5,39 + 0,04 14,38 + 0,01 2,33 +0,03

'Gzaé‘;fa’ v 0 75,59 £ 0,03 5,58 + 0,03 14,15 + 0,01 2,21+ 0,02

T3 3 75,76 £ 0,06 5,37 + 0,02 13,70 + 0,04 2,31 £ 0,05

T4 91 75,73 £ 0,07 6,25 + 0,02 13,11 0,05 2,30 + 0,04
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Para os acidos gordos considerados (Tabela 10 e Tabela 11), constatamos que os teores
avaliados nos azeites Galega e Cobrangosa se encontravam de acordo com os valores
regulamentados, nas trés campanhas.

Os azeites Cobrancosa, por sua vez, distinguem-se por conterem valores superiores de
acido linoleico (7 -10 %) e acido estearico (3 - 4 %) em relagdo aos azeites Galega cujos
teores de C18:2 se situaram entre 4 e 6 % e os teores de C18:0 entre 2 e 3 %, respetivamente
(Tabela 10 e Tabela 11).

Tabela 11 - Acidos gordos principais (%) (C18:1, C18:2, C16:0 e C18:0) por ordem de importancia identificados por NIR
nos azeites Cobrancosa, para quatro tempos de colheita e em trés anos consecutivos (2019, 2020 e 2021) (valores
médios + desvio padrao).

. Incidéncia Acido oleico Acido linoleico  Acido palmitico Acido estearico
Cultivar . ]
Campanha Colheita de gafa nos (%) (%)' (%) (%)
frutos (%) C18:1 C18:2 C16:0 C18:0

T1 0 72,42 + 0,03 7,71 £ 0,02 14,78 + 0,02 3,12+ 0,03

‘Cobrancosa’ V) 30 71,48 + 0,02 8,82 + 0,04 14,28 + 0,03 3,13 £ 0,01

2019 T3 47 71,57 £ 0,02 9,03 + 0,03 14,66 + 0,02 3,11+ 0,03

T4 64 71,81 £ 0,02 8,88 + 0,07 14,25 + 0,02 3,09 + 0,02

T1 6 72,31 £ 0,07 7,27 + 0,01 14,82 + 0,06 3,08 + 0,03

‘Cobrancgosa’ T2 4 70,25 + 0,03 9,77 + 0,03 14,32 + 0,05 3,20 + 0,02

2020 T3 4 69,98 + 0,08 10,38 + 0,06 14,08 + 0,05 3,39+ 0,03

T4 12 70,15 + 0,08 10,27 + 0,07 13,66 + 0,06 3,56 + 0,04

T1 0 72,93 + 0,07 7,21 £ 0,05 13,97 £ 0,11 2,89 + 0,03

‘Cobrancosa’ T2 0 73,05 +,0,03 7,87 + 0,13 13,98 + 0,29 2,91 + 0,03

2021 T3 24 72,65 + 0,04 8,65 + 0,01 13,61 = 0,05 2,94+ 0,05

T4 9 71,38 £ 0,10 9,39 + 0,02 13,60 + 0,05 3,10 + 0,00

A infe¢do por antracnose nio parece ter grandes efeitos nos principais acidos gordos
dos azeites Galega e Cobrangosa (Tabelas 10 e 11).

O aumento do teor de acido linoleico em azeites obtidos de azeitonas infetados por
Colletotrichum ja foi referido por outros investigadores (Peres et al.,, 2021, Abacigil et al,
2023). O aumento de acido linoleico foi sugerido como estando associado a respostas de
defesa contra agentes patogénicos (Kirsch, et al., 1997).

6.2.5. Estabilidade oxidativa

Na Figura 7 onde se relacionam os valores de estabilidade oxidativa dos azeites Galega
e Cobrancosa das campanhas 2020 e 2021 com os respetivos teores de fendlicos totais,
facilmente se percebe que a estabilidade dos azeites segue o0 mesmo comportamento dos
compostos fenodlicos, ou seja, a medida que os fenodis totais decrescem a estabilidade
oxidativa diminui, o que confirma a sua forte relacao.

A Figura 7 mostra que os azeites Cobrancosa, detentores de maiores teores de
compostos fendlicos, apresentam menor estabilidade oxidativa em relacdo aos azeites
Galega, significando que outros compostos presentes no azeite estardo relacionados com
este pardmetro. De facto, o principal fator que diferencia os azeites Galega dos azeites
Cobrancosa é a sua composicdo em acidos gordos monoinsaturados. Tal como referimos, os
azeites Cobrancosa, por terem maior teor de polinsaturados, também se apresentam com

maior suscetibilidade a oxidacdo, logo a sua estabilidade oxidativa vai ser mais baixa
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relativamente aos azeites Galega. A inica excecdo é T4 em 2020 e 2021, devido ao efeito da
gafa.

Cobrangosa . .
Galega . Fendis totais (mg kg-1) ¢ B Fendis totais (mg kg-1)

- - Estabilidade oxidativa (h) - - Estabilidade oxidativa (h)
45 r 1200

- 1000
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- 400

r 200
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T13% T25% T3-26% T4-91% TL0% T2:0% T3-3% T4-91% T1-6% T2-4% T3-4% T4-12% T1-0% T2-0% T3-34% T4-9%
2020 2021

2020 2021 . P
Momentos de colheita e incidéncia de gafa nos frutos (%)

Momentos de colheita e incidéncia de gafa nos frutos (%)

Figura 7 - Estabilidade oxidativa dos azeites Galega e Cobrancosa vs. fendis totais avaliados em 2020 e 2021 (valores
médios).

A estabilidade oxidativa foi muito diferente nos dois anos nos azeites das duas
cultivares, com maior destaque para os azeites Galega de 2020, cuja estabilidade decresceu
71 %, com registos em T1 de 42 h e 680 mg kg de teores fendlicos totais e em T4 apenas
com estabilidade de 12 h e 84 mg kg de fendis totais.

Relativamente aos azeites Cobrangosa, na campanha de 2020, o azeite T1 apresentou
uma estabilidade de 32 h e 1075 mg kg1 de teor fendlico, terminando em T4 com 19 h e 716
mg kgt de teor fenolico, registando uma perda de estabilidade oxidativa de 41 %.

Em trabalhos anteriores sobre o efeito da maturacdo em azeitonas sds das mesmas
cultivares, verificou-se que a estabilidade oxidativa dos azeites obtidos diminui ao longo da
maturacdo, porém com decréscimos menos acentuados (Peres et al., 2016a).

Em 2021, os azeites foram muito diferentes, quer quanto ao teor em fenois totais, quer
quanto a perda de estabilidade ao longo de toda a campanha. Neste ano, o azeite Galega (T1)
iniciou com uma estabilidade de 32 h e 390 mg kg ! de concentragao fendlica, e em T4 a sua
estabilidade era de 19 h e continha 190 mg kg1 de compostos fendlicos, observando-se uma
perda de estabilidade de 31 %. Por sua vez, o azeite Cobrangosa T1 em 2021, apresentou
uma estabilidade de 29 h e 719 mg kg! de compostos fendlicos e em T4, de 27 h e
apresentava um teor fendlico de 669 mg kg1, registando-se uma perda de estabilidade nos
azeites de apenas 7 % desde o inicio de outubro até ao final de novembro.

Os resultados refletem um decréscimo da estabilidade oxidativa nos azeites das duas
cultivares, perante o aumento do indice de maturacdo e da presenca de gafa, embora menos
acentuada nos azeites ‘Cobrancosa’ de 2021, o que esta em concordancia com as menores
incidéncias da doenga e da praga verificadas naquele par ano-cultivar.

6.2.6. Pigmentos clorofilinos e B-caroteno

Os pigmentos clorofilinos e os carotenoides sio responsaveis pela cor do azeite. Embora
a cor ndo seja um parametro de qualidade, é um fator importante de escolha do azeite pelo
consumidor. Na Figura 8 esta representada a evolug¢do dos pigmentos clorofilinos e do -

41

1200

1000

800

600

400

200

Fendis totais (mg Kg!)



Cecilia Maria Marcelo da Silva Gouveia

caroteno presentes nos azeites Galega e Cobrancosa avaliados em duas (2020 e 2021) das
trés campanhas em estudo.
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Figura 8 - (A) Teor de pigmentos clorofilinos (mg feofitina kg™) e (B) teor de B-caroteno (mg B-caroteno kg') dos azeite
Galega e Cobrancosa avaliados em 2020 e 2021 (valores médios + desvio padrao).

De um modo global, os pigmentos clorofilinos e o -caroteno diminuem ao longo da
maturacdo e geralmente com a maior incidéncia de gafa e de mosca. Porém, no azeite Galega
da dltima colheita (T4) de 2021, onde a incidéncia de gafa é de 90 % verifica-se um aumento
dos teores dos dois tipos de pigmentos (Figura 8) originando alteracdo da cor do azeite para
tons alaranjados. Tal podera dever-se a uma resposta da planta ao ataque flingico, que
promoveu a biossintese de pigmentos como um mecanismo de defesa para prevenir a
doenca (Freeman & Beattie, 2008). O facto de nao se ter verificado o mesmo no ano anterior
para a mesma incidéncia de gafa, podera estar relacionado com estado fisiologico do fruto
em consequéncia de uma maior severidade da doenca, que impossibilitou a biossintese dos
pigmentos.

Varios trabalhos publicados mostram que os pigmentos clorofilinos diminuem ao longo
da maturacdo (Henriques et al., 2001; Criado et al., 2007; Matos et al., 2007; Peres et al.,

2016a) assim como os resultados obtidos por Peres et al. (2016a), para azeites Galega e
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Cobrancosa extraidos de frutos sdos em inicio de maturacio, estio em consonancia com os
do presente trabalho. Provavelmente, o fator que mais influencia a diminuicdo dos
pigmentos é a maturacgio.

6.2.7. Composicao esterolica, esterois totais e teor de eritrodiol e uvaol

0 Laboratoério de Estudos Técnicos (LET) do Instituto Superior de Agronomia, realizou uma
andlise ao perfil esterdlico de amostras de azeite Galega e Cobrangosa, em dois momentos
de colheita (T2 e T4 de 2020). Na Tabela 12 apresentam-se os respetivos resultados.

Tal como se pode verificar pela observacao da Tabela 12, na amostra de azeite Galega
T4 com 90 % de gafa, hda um aumento do estigmasterol, enquanto nas restantes amostras
ndo se verificam alteracdes no perfil esterdlico. Além disso o teor de 3-sitosterol (aparente)
encontra-se muito proximo do limite legislado (293).

Tabela 12 - Composicao esterdlica (%), esterdis totais (mg kg™') e eritrodiol e uvaol (%) de azeites Galega e Cobrancosa
(T1 e T4 de 2020).

Galega Galega Cobrancosa Cobrancosa kl\;\lw_:lteei\[;ara
Esterois (%) 2020 2020 2020 2020 °
T T4 T2 T4 Reg. (UE) n
2019/1604
Colesterol 0,1+ 0,1 0,1+ 0,1 0,15+ 0,1 0,2+ 0,2 <05
Brassicasterol <0,03 (LQ)* <0,03 (LQ) 0,1+ 0,1 0,0+ 0,1 <0,1
Campesterol 2,7 0,3 2,8+0,3 2,9+0,3 2,8+0,3 <4,0
Estigmasterol 0,7 £ 0,1 3,0£0,5 1,0+ 0,2 0,9+0,2 < campesterol
B-sitosterol(aparente) 95,9 + 0,8 93,5+ 0,8 95,3 +0,8 95,3+0,8 293,0
A-7-estigmastenol 0,2+ 0,1 <0,06 (LQ) 0,1+ 0,1 0,1+ 0,1 <0,5
Esterois totais (mg/kg) 1443 +63 1768 + 88 1203 +60 1093 55 > 1000
Teor de eritrodiol e uvaol (%) 1,15+ 0,4 1,5+0,4 1,8 +0,5 1,7+0,5 <4,5

*-(LQ)-Limite de quantificacao

Segundo o Regulamento (UE) n.2 2019/1604, o teor de estigmasterol deve ser inferior
ao teor de campesterol para as categorias de azeite virgem extra e azeite virgem. Como se
pode constatar na Tabela 12, o teor de estigmasterol na amostra de azeite Galega T4 é
superior ao teor de campesterol, pelo que, o azeite Galega T4 ndo esta conforme a legislacao
para azeite virgem (AV).

Nas restantes amostras, os teores de esterdis individuais estio dentro dos limites
designados pela norma, apresentando valores para o [ -sitosterol = 93 %, para o
campesterol < 4 % e para o estigmasterol inferior ao de campesterol.

Verifica-se igualmente que as percentagens de eritrodiol e uvaol se encontram dentro
dos valores legislados para todas as amostras analisadas (Tabela 12).
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7. Conclusoes

Neste trabalho estudou-se o efeito da gafa na qualidade e composicdo quimica dos
azeites das cultivares ‘Galega’ e ‘Cobrangosa’ em trés campanhas sucessivas, 2019, 2020 e
2021. Os resultados obtidos confirmam a maior suscetibilidade da cultivar ‘Galega Vulgar’ a
antracnose comparativamente cv. ‘Cobrancosa’, especialmente quando se combinam
humidade elevada e temperatura amena no outono com grande incidéncia de mosca-da-
azeitona, o que se refletiu na grande variacdo da composicdo quimica dos azeites nas trés
campanhas em que incidiu este estudo.

Relativamente aos critérios de qualidade, apenas os azeites Galega das ultimas colheitas
(T4) de 2020 e de 2021 extraidos de azeitonas infetadas com maior incidéncia de gafa (90
%) mostraram nao conformidade para as categorias AVE e AV, porque apresentaram
valores de acidez elevados e notas sensoriais negativas como cheiro e sabor a mofo.

Por sua vez, os azeites Cobrangosa extraidos a partir de frutos com elevada incidéncia
de gafa mostraram perda elevada de caracteristicas sensoriais positivas associadas a esta
cultivar como frutado verde, amargo e picante muito intensos, mas apresentam critérios de
qualidade sempre em conformidade com a categoria AVE. Tal resulta da presenca da doenga
nesta cultivar ndo conduzir a estragos tdo elevados nos frutos como na cultivar ‘Galega’ e
provavelmente ao efeito do elevado teor de fendis destes azeites, percebidos
sensorialmente como amargo e picante, poderem mascarar o defeito “mofo”.

Os azeites Galega obtidos de frutos com elevada incidéncia de antracnose apresentaram
um quase total desaparecimento de oleaceina, com consequente diminuicdo do seu valor
biologico. Nos azeites Cobrancosa, quando o stresse biotico aumentou pelo aumento da
incidéncia de gafa e mosca (2020), tal como ja foi referido do ponto de vista sensorial,
observou-se uma diminuicdo de todos os atributos positivos, correspondendo a uma
diminui¢do da oleaceina e do oleocantal. Tanto a oleaceina como o oleocantal sio compostos
fendlicos altamente relacionados com os atributos positivos de amargo e picante nos azeites
virgens. Assim, a presenca de pragas e doencas fingicas pode comprometer a utilizacao dos
azeites Cobrancosa em loteamentos de azeites premiados, principalmente devido a
diminuicdo da intensidade destes atributos.

Relativamente a alegacido de satde “Polifendis do azeite”, apenas as amostras de azeites
Galega das duas primeiras colheitas de 2019 cumprem esta alegacdo, provavelmente devido
a uma menor gravidade da doenga. Em contrapartida, os azeites Cobrancosa, ao longo da
maturacdo e independentemente da percentagem da incidéncia de gafa e mosca-da-
azeitona, mantiveram sempre o teor de hidroxitirosol e seus derivados superior ao valor
minimo, nas trés campanhas, o que permite a utilizacdo da alegacdo de saude no rétulo.

No azeite Galega T4 de 2021, verificou-se um aumento significativo de pigmentos
clorofilinos e de (3- caroteno associado a elevada percentagem de gafa (90 %), originando
alteracao da cor do azeite para tons alaranjados. Para esclarecer e entender a dindmica do
binémio “agente patogénico-cor do azeite”, devem ser desenvolvidos trabalhos futuros que
estudem esta tematica.

Salienta-se que as condi¢des agroclimaticas da regido de Castelo Branco sdo muito
favoraveis ao desenvolvimento da gafa pelo que é necessario monitorizar a doenca e
integrar estratégias de gestdo para combater a doenca. Entre estas estratégias, apos a
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escolha da cultivar e do compasso de plantacdo, outras medidas de gestdo do olival sdo
necessarias como a definicio do momento da colheita.

E de destacar também que estes resultados foram obtidos em azeites extraidos
laboratorialmente em condi¢des controladas de tempo e temperatura e imediatamente apos
a colheita dos frutos, pelo que, ndo ha influéncia do tempo de armazenamento das azeitonas
como se pode verificar em condi¢des industriais.

Em Portugal, devido a dificuldade em sincronizar a colheita dos frutos e a extracdo do
azeite no lagar, o olivicultor ou o préprio lagar sdo obrigados muitas vezes a armazenar os
frutos por periodos de varios dias. Os periodos de pos-colheita dos frutos agravam a
depreciacdo da sua qualidade devido a rapida disseminac¢do do fungo, pelo que se devem
reforcar as recomendag¢des do Codigo de Boas Praticas, para limitar o tempo de
armazenamento dos frutos.

Mais uma vez se reforca a necessidade da antecipacdo da data de colheita da azeitona
sobretudo em olivais em modo de producdo biolégica e a necessidade de uma boa
sincronizac¢ao com o lagar para a extracdo do azeite.
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