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4.2. Aplicacao de Técnicas de Espectroscopia no
Infravermelho na Caracterizacao de “Azeites de
Montanha”

4.2.1. Introducgao

A espectroscopia no infravermelho tem-se revelado uma técnica de apoio para o es-
tudo de diferentes matrizes, facultando possiveis caracteristicas diferenciadoras em
tempo util para a tomada de decisGes (Anjos et al., 2015; Santos et al., 2016; Qin et al.,
2017; Anjos et al., 2018; Rios-Reina et al., 2018; Lucarini et al., 2018).

A espectroscopia no infravermelho € um método néo invasivo que se baseia na ang-
lise das vibra¢des moleculares resultantes da excitacdo provocada por um feixe de
radiag¢do na zona do infravermelho (Cordella et al., 2007).

As diferentes técnicas de espectroscopia, nomeadamente no Infravermelho Préximo
(NIR), no infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) e com reflectincia
total atenuada (ATR) e RAMAN (espectroscopia vibracional), diferem sobretudo no
modo de aquisic¢do espectral e na regido em que essa aquisi¢do € efetuada.

A técnica de espectroscopia no infravermelho tem-se mostrado muito eficaz para
a andlise de diversos produtos alimentares, designadamente na determinagdo de
gordura, proteina, humidade, fibras, acicares, amido, entre outras. Por outro lado,
permite ter acesso, de forma muito rdpida e simultinea, a um vasto nimero de pa-
rametros analiticos, com grande reprodutibilidade e precisio, utilizando pequenos
volumes de amostra.

Estes equipamentos existem no mercado, como instrumentos de bancada ou na ver-
sdo portdtil; neste ultimo caso, tem a vantagem de ser facilmente transportado para
o campo ou para as linhas de produc¢io, tornando a monitorizag¢do mais eficaz.
Toda a informacg3o sobre a composi¢do quimica do azeite, obtida por equipamen-
to NIR, pode ser usada como uma ferramenta extremamente util para o controlo e
garantia da qualidade do produto, ao longo da linha de producio e durante o seu
prazo de validade. Assim, quanto mais rapida for a determinacdo de um parametro
de qualidade diferenciador (quer positivo quer negativo), mais cedo existe a possi-
bilidade de atuar, quer numa eventual correc¢io, quer na selecio de um produto de
melhor qualidade.

Para além das vantagens referidas, estas tecnologias s3o “amigas do ambiente”, vis-
to que nio envolvem o consumo de reagentes quimicos dispendiosos e toxicos, re-
duzindo desta forma os residuos laboratoriais.

Concretamente no caso do azeite, a espetroscopia no infravermelho j4 é amplamen-
te utilizada, sobretudo, na determinacio dos critérios de qualidade e pureza que
possibilitam classificar o azeite numa categoria e identificar adulteragdes do azeite
com outros 6leos vegetais, respetivamente (Christy et al., 2004; Jimenez-Carvelo et
al., 2017; Rohman et al., 2010).

A qualidade do azeite é avaliada em funcfo da acidez, do estado de oxidagdo e da
andlise sensorial. A acidez e os pardmetros que medem a oxidagdo podem ser fa-
cilmente avaliados por NIR, existindo atualmente no mercado diversas calibracGes
comerciais para estes equipamentos. Contudo, nenhuma metodologia rdpida se so-
brepde aos métodos oficiais de andlise, uma vez que as calibra¢gdes comerciais sdo
validadas dentro de certos intervalos, podendo ser ajustadas em qualquer momento



com defini¢do de novos limites, através dos métodos oficiais, em fungio das especi-
fica¢des e/ou mudancas da legislagdo.

Relativamente a andlise sensorial, é possivel desenvolver metodologias por espec-
troscopia que identifiquem determinados defeitos sensoriais em tempo real, poden-
do, deste modo, separar lotes com defeito ainda na produc@o (Sinelli et al., 2010).
Em espectroscopia, o que se obtém sio espectros que posteriormente se correlacio-
nam, através de modelos matematicos, com os dados analiticos. Sempre que um va-
lor se situe fora dos limites de calibragio, deve recorrer-se aos métodos oficiais para
determinagio ou confirmagio dos mesmos.

Os espectros adquiridos por estes tipos de equipamento sdo complexos, por ocorre-
rem sobreposi¢des e combinagdes das ligagdes dos varios grupos funcionais presen-
tes numa mesma amostra, pelo que, para se proceder a interpretacdo da informagio
espectral, é necessario recorrer a varios métodos de quimiometria, nomeadamente
calibra¢ido multivariada, que utiliza vdrios comprimentos de onda, especificos para
cada um dos paridmetros a analisar.

No presente projeto, aplicaram-se calibracGes comerciais para avaliar os parame-
tros de qualidade e a composi¢do maioritdria em dcidos gordos componentes dos
azeites em estudo, cujos resultados se apresentaram no capitulo anterior. Neste ar-
tigo, pretende-se dar uma perspetiva futura para utiliza¢do dos equipamentos (NIR,
RAMAN e FTIR-ATR), existentes no Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira In-
terior (CBP-BI), apresentando alguns exemplos das suas potencialidades.

4.2.2. Material e Métodos

Como referido no capitulo anterior, todas as amostras recolhidas na Regido da Co-
munidade Intermunicipal Beiras e Serra da Estrela (CIM-BSE), foram analisadas por
NIR para os pardmetros acidez (%), indice de peréxido (meq O,/ kg), K., K _ e dci-
dos gordos [palmitico (C16:0) (%), estedrico (C18:0) (%), oleico (C18:1) (%), linoleico
(C18:2) (%) elinolénico (C18:3) (%)]. Analisaram-se 57 amostras de azeites da campa-
nha de 2017/2018 e 61 de 2018/2019, produzidos em 13 dos 15 concelhos da CIM-BSE.
Em 2018/2019, foram ainda analisados 63 azeites monovarietais extraidos em sistema
Abencor, a partir de 63 amostras de azeitonas colhidas nos mesmos concelhos.

A informagdo espectral resultou de amostras de azeite, previamente preparadas e
filtradas segundo a Norma Portuguesa NP-896/85, & temperatura de 50 °C, nas se-
guintes condi¢des para cada um dos equipamentos utilizados:

1) NIR: equipamento utilizado MPA (Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha). A informagéo
espectral foi adquirida com vials de 8 mm em modo de absorvancia, no comprimento de
onda de 12000 a 4000 cm™, com resolugio espectral de 8 cm™ e 32 scans por amostra;

2) RAMAN: equipamento utilizado FT-RAMAN (Bruker Optics, Ettlingen, Alema-
nha). A informac@o espectral foi adquirida com vials de 8 mm no comprimento de
onda de 4000 a100 cm™, com resolucdo espectral de 4 cm™ e 64 scans por amostra, e
uma poténcia de laser de 400 mW;,

3)FTIR-ATR: equipamento utilizado Alpha FTIR ATR (Bruker Optik GmbH, Ettlingen,
Alemanha). A informacio espectral foi adquirida no comprimento de onda de 4000 a
400 cm™ utilizando uma resolucio espectral de 4 cm™ e 32 scans por amostras.

O tratamento dos dados foi efetuado pelos softwares OPUS®, versdo: 7.5.18
(Bruker Optik, Alemanha) e Unscrambler® X, versio: 10.5.46461.632 (CAMO
Software AS, Oslo, Norway).



Quadro 17. Resultados do teor
em humidade (%) e gordura
(% na matéria original (mo))

avaliados por NIR, e funda,
para azeitonas de diferentes
cultivares provenientes

da CIM-BSE (campanha
2018/2019).

Figura 46. Espectro tipico
de Azeite de Montanha
obtido em NIR.

4.2.3. Resultados e Discussao
4.2.3.1. Espectroscopia no Infravermelho Préoximo (NIR)

A aplicagdo mais comum da tecnologia NIR, na drea da olivicultura/tecnologia do
azeite, € na determinagdo dos teores em gordura e humidade da azeitona. O valor do
rendimento que € dado ao olivicultor quando chega ao lagar com as suas azeitonas,
resulta seguramente de equipamentos que utilizam a tecnologia NIR (equipamen-
tos da FOSS, Zeutec, Viavi, Perkin-Elmer, Bruker, Specrastar, entre outros).

No presente projeto, por ter sido possivel adquirir as calibra¢gdes comerciais, tam-
bém se usou esta tecnologia para a avalia¢do dos teores em humidade e gordura de
diferentes cultivares. No Quadro 17, podemos verificar os seus resultados, para azei-
tonas com indices de maturacdo entre 3,5-4,0, e a respetiva funda (kg de azeitona
necessarios para obter 1 L de azeite).

Cultivar Humidade (%) Gordura (% mo) Funda
Carrasquinha 438,82 18,13 5,0
Cobrangosa 59,50 18,30 5,0
Cornicabra 57,27 15,49 5,9
Galega Vulgar 55,93 18,19 5,0
Madural 52,21 16,48 5,6
Negrinha 65,75 12,47 7,3
Passareira 59,64 11,20 8,2

Para além desta aplicacdo corrente, a tecnologia NIR permite identificar adulteracoes,
diferenciar e classificar diferentes dleos vegetais e determinar a acidez e o gosto amar-
go do azeite (Yang et al., 2005; Nunes et al., 2014; Inarejos-Garcia et al., 2013).

Os espectros médios obti-
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¢do espectral, podemos
obter maior conhecimento
do que, apenas, com as calibra¢des comerciais. Neste contexto, apresentamos, na
Figura 47, a andlise em componentes principais (ACP) de um exemplo da utiliza-
¢do dainformagio espectral, comparando amostras de azeites monovarietais prove-
nientes da Beira Baixa (Idanha-a-Nova) com os azeites monovarietais da campanha
2018/2019 recolhidos neste projeto.
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Para a andlise de dados, efetuou-se, numa primeira fase, uma corre¢io multiplicati-
va de sinal, de modo a minimizar uma eventual falha na homogeneidade das amos-
tras; de seguida, efetuou-se a derivada de primeira ordem do espectro NIR original,
com o objetivo de dar maior destaque aos diferentes picos, aumentando a sua reso-
lucdo e eliminando os efeitos aditivos (Conzen, 2006).

Da andlise da ACP podemos concluir, para o grupo de azeites analisados, que hd uma
clara separacdo entre os azeites monovarietais produzidos na regido da CIM-BSE e o
grupo de azeites produzidos fora dessa regido. Esta separacdo explica 19 % do total
de variacdo observada nas diferentes caracteristicas do azeite, em especial no que se
refere aos dcidos gordos componentes (regido selecionada para anélise entre 6000
e 5000 cm-1). E de assinalar que este grupo de azeites, sendo composto por vérios
monovarietais, nomeadamente da cv. ‘Galega Vulgar’, ndo se sobrepds com o grupo
dos Azeites de Montanha, possivelmente porque hd variagoes espectrais de acordo
com as condi¢des edafoclimdticas (Sanchez-Rodriguez et al., 2018).

No gréafico, podemos verificar uma evidente separagio dos azeites da cv. ‘Cornica-
bra’, mostrando ser, entre os Azeites de Montanha, aqueles que, pela sua composi-
¢do quimica, sdo mais distintos dos restantes, por serem azeites mais ricos em dcidos
gordos polinsaturados. Esta separacdo representa 77 % da varia¢do total observada.
Por seu turno, os outros azeites monovarietais encontram-se mais ou menos distri-
buidos no grupo situado a direita do grafico.

4.2.3.2. Espectroscopia Vibracional RAMAN

Os espectros médios obtidos em RAMAN (Figura 48) para os Azeites de Montanha
sdo semelhantes aos obtidos por outros autores que analisaram azeites de diferen-
tes proveniéncias (Portarena et al., 2019; Jiménez-Carvelo et al., 2017).

Nesta metodologia, para a elaboragdo da andlise em componentes principais
(Figura 49), foi utilizada a informagio espectral na regido entre 2500 € 100 cm™ com
0s mesmos processamentos prévios indicados para o tratamento de dados em NIR.

Figura 47. Andlise em
componentes principais,
efetuada com espectros NIR, do
conjunto de azeites analisado
na Regido CIMB-SE vs.

azeites da Beira Baixa
(Idanha-a-Nova).

(Nota: M - Azeites de
Montanha)



Figura 48. Espectro tipico de
Azeite de Montanha obtido em
FT-RAMAN.

Figura 49. Anilise em
componentes principais,
efetuada com espectros
RAMAN, do conjunto de azeites
analisados na Regido CIM-BSE e
da Beira Baixa (Idanha-a-Nova).

(Nota: M - Azeites de
Montanha)

Figura 50. Espectro tipico de
Azeite de Montanha obtido
em FTIR-ATR.
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Neste caso, o eixo 1 ex-
plica 40% da variagdo
total observada e € pos-
sivel constatar uma clara
separagdo entre as duas
regides em estudo. Estes
resultados  prelimina-
res sdo prometedores, ja
que as regides sdo relati-
vamente proximas e, nos
dois grupos, a cultivar
maioritaria é a ‘Galega
Vulgar’, pelo que a es-
petroscopia vibracional
RAMAN podera ser uma
técnica potencialmente
atil em trabalhos de in-
vestigagdo futuros, per-
mitindo, eventualmen-
te, confirmar a origem
geografica de diferentes

amostras (Sdnchez-Ro-
driguez et al.,2018). No
entanto, € necessario
reafirmar, mais uma

vez, que estes resultados
devem ser confirmados
com mais estudos deli-
neados para este efeito
e com maior numero de
regides para confirmagio
desta hipdtese.

4.2.3.3. Transformada de Fourier com Reflexao Total
Atenuada (FTIR-ATR)
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Os espectros médios ob-
tidos em FTIR-ATR (Figu-
ra 50) para os Azeites de
Montanha s3o semelhan-
tes aos obtidos por outros
autores que trabalharam
com azeites de vdrias
proveniéncias (Tapp et
al., 2003; Rohman et al.,,
2010; Jiménez-Carvelo et
al., 2017).



Na Figura 51, apresentam-
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mostra que se podem

identificar algumas diferencas entre os azeites da cv. ‘Carrasquinha’ quando com-
parada com os azeites das cvs. ‘Cornicabra’ e ‘Cordovil’ (PCl: 41 %). O azeite da cv.
‘Carrasquinha’ também apresenta caracteristicas diferenciadoras dos azeites das
cvs. ‘Galega’, ‘Cobrangosa’, ‘Negrinha’, ‘Verdeal’ e ‘Passareira’, explicado pela P2: 35
%. No entanto, algumas cultivares como a ‘Cobrancosa’ e a ‘Negrinha’, parecem pro-
duzir azeites com caracteristicas distintas entre si, o que revela que, provavelmen-
te, as plantas fornecidas pelos viveiristas nem sempre se encontram devidamente
identificadas ou que existe uma importante variabilidade genética que é importan-
te identificar e/ou controlar. Esta situag¢io j4 tinha sido detetada na avaliacdo dos
acidos gordos por NIR, no capitulo anterior, pelo que considerarmos que este é um
aspeto que devera ser investigado com novas amostras. Além disso, estas avalia¢Ges
ndo podem basear-se apenas num ano de amostragem, face as varia¢des anuais da
composi¢do quimica do azeite.

4.2.4. Conclusoes

Apesar do presente projeto nio ser de investigagdo, mas sim de transferéncia de co-
nhecimento, ndo quisemos deixar de mostrar as potencialidades dos equipamentos
existentes no CBP-BI. Nos trabalhos desenvolvidos durante o projeto “Promogao e
Valorizacdo de Azeites de Montanha”, aplicaram-se as calibra¢es comerciais em
equipamento NIR para que, de uma forma rdpida, se avaliassem os teores em gor-
dura e humidade das amostras de azeitona, ja que permitem conhecer o rendimento
em azeite, que € dos pardmetros mais importantes para o agricultor e para a indus-
tria. Além disso, avaliou-se a acidez, o indice de peréxido,0 K, e oK . eacomposi-
¢do em acidos gordos maioritarios, pardmetros relacionados com a qualidade e com
arotulagem nutricional.

Neste artigo, mostramos também como a espetroscopia vibracional RAMAN e o
FTIR-ATR, podem ser técnicas a utilizar futuramente na diferenciagdo de Azeites de
Montanha, bem como na distin¢io dos azeites das cultivares autdctones desta Re-
gido. Parece-nos que ha um longo trabalho ainda para explorar com estas metodo-
logias, sobretudo para uma caraterizagcdo que possa relacionar mais claramente a
componente genética com a componente quimica dos azeites.

Figura 51. Andlise em
componentes principais,
efetuada com espectros
FTIR-ATR, para oito azeites
monovarietais de amostras
recolhidas na campanha
2018/2019 na Regido CIM-BSE.
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