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Resumo

As azeitonas de mesa sao consumidas e apreciadas em todo o0 mundo e, embora a
sua classificacdo comercial ndo seja legalmente exigida, o Conselho Oleicola
Internacional sugere que seja regulamentada com base na avaliagdo sensorial por um
painel de provadores. A implementacdo de tal requer o cumprimento de diretrizes
estabelecidas pelo Conselho Oleicola Internacional, resultando numa tarefa complexa,
demorada e cujas avaliacbes ndo estdo isentas de subjetividade. Neste trabalho, pela
primeira vez, uma lingua eletronica foi utilizada com o intuito de classificar azeitonas de
mesa em categorias comerciais, estipuladas com base na presenca e na mediana das
intensidades do defeito organolético predominante percebido pelo painel de provadores.
Modelos de discriminacdo lineares foram estabelecidos com base em subconjuntos de
sinais potenciométricos de sensores da lingua eletrdnica, selecionados recorrendo ao
algoritmo de arrefecimento simulado. Os desempenhos qualitativo de previsdo dos
modelos de classificacao estabelecidos foram avaliados recorrendo a técnica de validacao
cruzada leave-one-out e a técnica de validacdo cruzada K-folds com repeticdo, que
permite minimizar o risco de sobreajustamento, permitindo obter resultados mais
realistas. O potencial desta abordagem qualitativa, baseada nos perfis eletroquimicos
gerados pela lingua eletrénica, foi satisfatoriamente demonstrado: (i) na classificacdo
correta (sensibilidades > 93%) de solugdes padrio (acido n-butirico, 2-mercaptoetanol e
acido ciclohexanocarboxilico) de acordo com o defeito sensorial que mimetizam
(butirico, putrido ou sapateira); (ii) na classificagdo correta (sensibilidades > 93%) de
amostras de referéncia de azeitonas e salmouras (presenca de um defeito Gnico intenso)
de acordo com o tipo de defeito percebido (avinhado-avinagrado, butirico, mofo, putrido
ou sapateira), e selecionadas pelo painel de provadores; e, (iii) na classificacdo correta
(sensibilidade > 86%) de amostras de azeitonas de mesa com grande heterogeneidade,
contendo um ou mais defeitos organoléticos percebidos pelo painel de provadores nas
azeitona e/ou salmouras, de acordo com a sua categoria comercial (azeitona extra sem
defeito, extra, 12 escolha, 22 escolha e azeitonas que ndo podem ser comercializadas como
azeitonas de mesa). Por fim, a capacidade lingua eletronica em quantificar as medianas
das intensidades dos atributos negativos detetados pelo painel nas azeitonas de mesa foi
demonstrada recorrendo a modelos de regressdo linear mdltipla-algoritmo de
arrefecimento simulado, com base em subconjuntos selecionados de sinais gerados pela

lingua eletronica durante a andlise potenciométrica das azeitonas e salmouras. O
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desempenho de previsdo dos modelos quantitativos foi validado recorrendo as mesmas
duas técnicas de validacdo cruzada. Os modelos estabelcidos para cada um dos 5 defeitos
sensoriais presentes nas amostras de azeitona de mesa, permitiram quantificar
satisfatoriamente as medianas das intensidades dos defeitos (R? > 0,97). Assim, a
qualidade satisfatoria dos resultados qualitativos e quantitativos alcancados permite
antever, pela primeira vez, uma possivel aplicagdo préatica das linguas eletronicas como
uma ferramenta de analise sensorial de defeitos em azeitonas de mesa, podendo ser usada
como uma técnica rapida, econdmica e Util na avaliacdo organolética de atributos

negativos, complementar a tradicional analise sensorial por um painel de provadores.

Palavras-chave: Azeitonas de mesa; Defeitos sensoriais; Lingua eletronica

potenciométrica; Quimiometria.
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Abstract

Table olives are consumed and appreciated all around the world and although its
commercial classification is not legally required, the International Olive Council suggests
the implementation of specific regulation based on the organoleptic evaluation carried out
by sesnory panel. The implementation of a trained sensory panel requires the compliance
with the guidelines established by the International Olive Council, being a complex and
time-consuming task, which evalautions are not without subjectivity. In this work, first,
an electronic tongue was used to classify table olives according to commercial categories
established based on the presence and median intensities of the predominantl organoleptic
defects perceived by the taste panel. Linear discrimination models were established based
on the most informative subsets of potentiometric signals recorded by the electronic
tongue sensors and selected using the simulated annealing algorithm. The qualitative
predictive performance of the established classfication models were evaluated using the
leave-one-out cross-validation and the repeated K-folds cross-validation techniques, the
latter the minimizes the risk of overfitting, allowing more realistic results. The potential
of this qualitative approach based on electrochemical profiles generated by the electronic
tongue, has been satisfactorily demonstrated by: (i) the correct classification (sensitivity
> 93%) of standard solutions (n-butyric acid, 2-mercaptoethanol and
cyclohexanecarboxylic acid) according to the sensory defects that they mimicked
(butyric, putrid or zapateria); (ii) the correct classification (sensitivity > 93%) of reference
samples of olives and brines solutions (possessing a single intense defect) according to
the type of default perceived by the panel (winey-vinegary, butyric, musty, putrid or
zapateria ) and selected by the taste panel; and (iii) the correct classification (sensitivity
> 86%) of table olives samples despite their great heterogeneity, which presented one or
more organoleptics defects, identified by the sensory panel during the olive and/or brine
solutions evaluation, according to their commercial category (extra olive without defects,
extra, 1% choice, 2" choice and olives that can not be sold as table olives). Finally, the
electronic tongue ability to quantify the median intensities of the negative attributes
perceived by the sensory panel in table olives was demonstrated using multiple linear
regression models based on subsets of potentiometric signals generated by the electronic
tongue during the table olives and brine solutions analysis, and selected using the

simulated annealing algorithm. The predictive performances of the quantitative models
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was evalauted using the same two cross-validation techniques. The established model, for
each of the five sensory defects perceived in the table olives samples allowed to
satisfactorily quantify the medians of defects intensities (R? > 0.97). Thus, based on the
satisfactory quality and quantitative results achieved allows to foresee, for the first time
a possible practical application of electronic tongues as a sensory tool for table olives’
defects assessment, being a fast, economic and useful technique for the organoleptic
evaluation of negative attributes, complementary to the traditional sensory evaluation

carried out by trained sensory panels.

Keywords: Table olives; Sensory defects; Potentiometric electronic tongue;

Chemometrics.
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Estrutura do trabalho

Primeiramente, aborda-se no Capitulo 1, a introducdo ao tema bem como a
finalidade e os principais objetivos do trabalho proposto.

Em seguida, no Capitulo 2, apresenta-se uma breve revisdo sobre o assunto que
sera tratado ao longo do estudo.

No Capitulo 3, encontram-se descritos os materiais e as metodologias utilizadas
durante as analises realizadas.

No Capitulo 4, apresentam-se os resultados obtidos na avaliacdo qualitativa da
Lingua Eletrénica como ferramenta na discriminacdo de defeitos sensoriais, bem como
na classificagdo comercial de azeitonas de mesa.

No Capitulo 5 apresentam-se 0s resultados quantitativos visando demonstrar a
capacidade da Lingua Eletronica na determinacdo das intensidades dos atributos
negativos usualmente presentes em azeitonas de mesa.

Para finalizar, o Capitulo 6 apresenta a discussdo geral dos resultados obtidos e

as principais conclusdes do trabalho, perspetivando algumas linhas futuras de estudo.
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A azeitona é o fruto proveniente da oliveira que pertence a familia Oleaceae,
espécie Olea europaea L.. A oliveira é uma arvore nativa de regiGes temperadas e tem
grande importancia comercial na regido do Mediterraneo (Boskou, 2006). Para o fruto se
tornar edivel é necessario que ocorra um conjunto de alteracdes fisico-quimicas com o
intuito de remover, pelo menos parcialmente, 0 seu amargor caracteristico, pois
dificilmente sdo consumidas na sua forma natural. Quando o fruto passa por esse

processamento, sdo designadas azeitonas de mesa (Parinos et al., 2007).

A azeitona continua a ser maioritariamente direcionada para a producgéo de azeite
embora uma parte substancial j& se destine a producdo de azeitona de mesa, produto muito
apreciado pelos consumidores. Com efeito, segundo dados do Sistema de Informagéo
sobre 0 Azeite e a Azeitona de Mesa (SIAZ) a producdo de azeitonas de mesa em Portugal
na campanha 2015-2016 foi de aproximadamente 23540 toneladas, tendo-se observado
um aumento de 11% em relag&o a Ultima campanha (SIAZ, 2016).

O controlo de qualidade da azeitona de mesa baseia-se apenas na verificacdo
visual da existéncia de defeitos visiveis na epiderme dos frutos, avaliacdo de alguns
parametros fisico-quimicos, como exemplo (gordura, humidade, hidratos de carbono,
proteina, valor energético e composicdo em acidos gordos) e em anélises microbioldgicas
para avaliacdo da seguranca do produto para os consumidores, estando a analise sensorial
relegada para segundo plano. Contudo, o aumento da producédo de azeitonas de mesa nos
ultimos anos e a importancia econdémica de que esta pratica se reveste, levou o Conselho
Oleicola Internacional (COI) a implementar diretrizes para a sele¢do e treino de painel de
provadores capazes de classificar as azeitonas de mesa de acordo com a intensidade dos
defeitos presentes na mesma, melhorando assim a confianca do consumidor no momento
de adquirir o produto. No entanto, a classificacdo comercial de azeitonas de mesa com
base na sua avaliacdo sensorial ainda ndo é obrigatoria, devido essencialmente a
resisténcia dos produtores, possivelmente atribuida aos custos acrescidos que tal
avaliacdo acarrateria, sendo atualmente apenas recomendada pelo COl como uma
tentativa de melhoria no que diz respeito a essa pratica. A Norma do COI (COI/OT/MO
Nol/Ver.2 Novembro 2011) (COI, 2011), descreve os critérios e oS procedimentos
necessarios para a andlise sensorial em azeitonas de mesa. Esta andlise baseia-se
sobretudo nos defeitos encontrados pelo painel de provadores. De acordo com a presenca
ou auséncia de defeitos sensoriais por fermentacao anormal (butirico, patrido e sapateira),

e associado a categoria de outros defeitos (avinhado-avinagrado, cozido, metalico, mofo,



ranco e sabdo) e da mediana das intensidades aferidas, as azeitonas de mesa podem ser
classificadas em diferentes categorias comerciais (Extra, 12 escolha, 22 escolha e azeitonas
que nao podem ser comercializadas como azeitonas de mesa) (COI, 2011). Contudo, o
tempo requerido para o treino de um painel de provadores de acordo com 0s requisitos
oficiais regulamentados pelo COI (2011), as particularidades impostas pela norma (por
exemplo, nimero maximo de amostras que podem ser avaliadas hum dado periodo de
tempo), associado a possiveis problemas de reprodutibilidade na avaliacdo sensorial e
subjetividade da mesma, torna imperativo o desenvolvimento de técnicas analiticas que
possam ser uma alternativa ou complementares a analise sensorial tradicional. Técnicas
cromatograficas tém sido desenvolvidas com o intuito de permitirem uma avaliagdo da
qualidade sensorial de azeitonas de mesa (Navarro et al., 2004; Panagou e Tassou, 2006).
Casale e colaboradores (2010), utilizaram cromatografia gasosa para identificacdo das
cultivares de azeitonas de mesa através da determinagdo da composi¢do de acidos gordos
dos 6leos extraidos do fruto. Guzman e colaboradores (2013) recorreram a um sistema de
visdo por infravermelho para detecdo automatica da qualidade de azeitonas. O sistema
permitiu detetar a presenca de defeitos na epiderme do fruto distinguindo facilmente
aqueles que ndo cumprem os requisitos minimos de qualidade.

No entanto, estas técnicas sdo demoradas, requerem varios pré-tratamentos da
amostra, equipamento dispendioso e técnicos qualificados pelo que podem nédo ser uma
alternativa realista. Assim sendo, a andlise sensorial de azeitonas de mesa continua a ser
realizada recorrendo a um painel de provadores especificamente treinado o que acarreta
custos acrescidos para além do elevado tempo despendido para o efeito.

Panagou e colaboradores (2008) estudaram o potencial de um nariz eletrénico para
distinguir a qualidade de azeitonas de mesa com base no seu perfil volatil, isto é,
compostos volateis presentes no fruto, tendo verificado que esta ferramenta permitia obter
resultados promissores na andlise de azeitonas de mesa.

Assim sendo, o desenvolvimento de metodologias analiticas rapidas, de baixo
custo e sensiveis para avaliar a qualidade das azeitonas de mesa, nomeadamente ao nivel
da presenca de defeitos organoléticos e da sua intensidade é uma necessidade premente
CUjo sucesso permitira suprir uma lacuna existente.

Neste ambito a utilizacdo de sistemas eletroquimicos de multi-sensores, como por
exemplo as Linguas Eletronicas (LES), afigura-se um possivel caminho. As LEs permitem
obter uma informac&o global, (ou seja, a “impressao digital” de amostras complexas) em

virtude de serem capazes de mimetizar a lingua humana na avaliacéo de sabores basicos,
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nomeadamente do acido, salgado, amargo, doce e umami. (Ha et al., 2015). Convém
salientar que a informacdo obtida varia de acordo com as caracteristicas e tipos de
sensores utilizados na LE (Ha et al., 2015). As LEs podem ser usadas para analise
qualitativa com o objetivo de reconhecer, identificar, classificar, discriminar ou
diferenciar amostras bem como na quantificagéo de constituintes das amostras (Vlasov et
al., 2005; Dias et al., 2009; Escuter-Gilabert et al., 2010). Recentemente, as LEs
potenciométricas foram aplicadas com sucesso na classificacdo de azeites monovarietais
virgem extra de acordo com a cultivar de azeitona (Dias et al., 2014b, 2016a) bem como
na classificacdo de azeites monovarietais virgem extra de acordo com a perce¢do da
intensidade sensorial de atributos positivos (verde, amargo e picante) em azeites intensos,
médios ou suaves (Veloso et al., 2016).

Deste modo, neste trabalho pretende-se avaliar, pela primeira vez, a
potencialidade de uma LE potenciométrica contendo membranas lipidicas de
sensibilidade cruzada para: (i) classificar azeitonas de mesa de acordo com os atributos
sensoriais, nomeadamente atendendo a presenca de atributos negativos (com diferentes
intensidades); (ii) classificar azeitonas de mesa de acordo com o sistema de classificacao
comercial proposto pelo COI (2011) e baseado nas medianas das intensidades de defeitos
presentes (azeitonas Extra, de 1% escolha, de 2% escolha, e azeitonas que ndo podem ser
comercializadas como azeitonas de mesa (NC); (iii) correlacionar a intensidade dos sinais
potenciométricos da LE e a escala de avaliacdo sensorial do painel, para atributos
gustativos positivos (nomeadamente o amargo, acido e salgado) e negativos (putrido,
butirico, sapateira) associados a fermentacdo anormal e (mofo e avinhado/avinagrado)
associados a categoria de outros defeitos. Dessa forma, pretende-se avaliar e se possivel
demonstrar a viabilidade da utilizacdo dessa ferramenta analitica na classificacdo

comercial de azeitonas de mesa.
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2.1. Azeitona

Botanicamente, a azeitona € constituida pelo epicarpo ou pele, mesocarpo ou
polpa, e endocarpo ou caroco. Apresenta algumas diferencas morfologicas e fisiologicas
que a distingue de outras drupas (um tipo de fruto carnoso, com apenas uma semente),
como um elevado teor de gordura (12-30%). Contudo, essas caracteristicas dependem da
época do ano, do seu estado de maturacao e da cultivar da azeitona (COI, 2015).

Segundo a Norma Portuguesa NP-3034 (2012) a designacéo de “Azeitonas de
mesa” refere-se ao produto preparado a partir de frutos de cultivares apropriadas da
espécie Olea europaea L., em estado de maturacdo conveniente, submetidos a

tratamentos e operagdes que assegurem as suas caracteristicas e boa conservacao.

2.1.1. Processamento Tecnoldgico

Na escolha da matéria-prima para elaboracdo de azeitonas de mesa devem ter-se
em conta alguns fatores que poderdo definir a qualidade final do produto, tais como a
escolha das cultivares, o volume e forma do fruto, a boa proporcéo de polpa em relacédo
ao carogo, e as caracteristicas da polpa, nomeadamente sabor, firmeza e facilidade de
separagdo do carogo. Por outro lado, é de extrema importancia garantir a qualidade e
seguranca do produto final, informacdo global das azeitonas de mesa processadas, o que
exige uma monitorizacdo das suas propriedades fisico-quimicas, microbioldgicas bem
como de parametros sensoriais da azeitona e da salmoura ao longo de toda a cadeia de
comercializacdo (Kailis e Harris, 2007).

Atualmente podem encontrar-se no mercado varios tipos de azeitonas de mesa que
se distinguem pela sua cor, forma de apresentacdo, tipo de preparacdo, entre outros
fatores. Segundo o COI (2004) e o Codex Alimentarius (2010), podem considerar-se trés

tipos de azeitona de mesa, consoante o grau de maturacdo dos frutos:

- Azeitonas verdes: Frutos colhidos durante o periodo de amadurecimento (no inicio do
Outono) e que tenham atingido o tamanho normal. A cor do fruto pode variar de verde a
amarelo-palha.

- Azeitonas mistas: Frutos colhidos antes de atingirem a completa maturagdo, com uma

cor variavel entre tons rosados e acastanhados.



- Azeitonas pretas: Frutos colhidos em pleno estado de maturacdo ou ligeiramente antes.
A cor do fruto pode variar de negro-avermelhado a castanho-escuro, passando por tons

violaceos, atendendo a regido geografica e época de colheita.

Para além da cor do produto final, as azeitonas podem ainda ser classificadas de
acordo com o método de preparacdo. De entre as diferentes formas de preparagdo de
azeitona de mesa, as de maior importancia sdo o estilo espanhol (Sevilhano), estilo
californiano (pretas oxidadas) e por fermentacdo natural, também conhecido como estilo
grego (Garrido-Fernandez et al., 1997; Gomez et al., 2006). O tipo de processamento
tecnoldgico utilizado para producdo de azeitonas de mesa varia muito de acordo com a

regido. A seguir, descrevem-se os principais métodos de preparacdo de azeitonas de mesa.

2.1.1.1. Fermentacao natural

Para este tipo de preparagéo, os frutos sdo normalmente colhidos maduros, estes,
guando colhidos no final da campanha, apesar de apresentarem uma excelente coloracao,
apos a fermentacdo natural apresentam uma textura que ndo é suficientemente firme,
devendo-se evitar colheitas tardias para este tipo de processamento (Goméz et al., 2006).
No entanto, de acordo com o grau de maturacao dos frutos aquando da colheita e da regido
de producao, os frutos podem ter diversas tonalidades, desde avermelhada-escura, violeta,
violeta-escura ou mesmo verde-escura e, mesmo assim, serem adequados para este tipo
de processamento (Fernandez et al., 1997). Apds transporte para as unidades industriais,
as azeitonas sdo escolhidas e calibradas, sendo posteriormente lavadas para remover a
sujidade superficial (Fernandez et al., 1997). Apds lavagem, sdo colocadas em salmoura,
com uma concentracao de sal entre 8 e 10%, podendo utilizar-se concentrac@es inferiores
(6%) em zonas frias (Gomez et al., 2006). A partir desse momento da-se inicio a uma
fermentacdo natural, resultante da complexa microbiota existente, composta
essencialmente por leveduras e bactérias. A fermentacdo pode ser conduzida tanto em
condicdes aerdbias como anaerobias (Gomez et al., 2006). Esta fermentacao € demorada,
essencialmente devido a dois fatores: por um lado a lenta difusdo de compostos
fermentesciveis através da pele da azeitona para o exterior, como por exemplo agucares,
e por outro lado devido a presenga de oleuropeina e outros compostos fenolicos que
possuem atividade antimicrobiana (Sousa et al., 2006). A fermentacdo pode ser afetada

se ndo forem aplicados controlos fisicos (arejamento, remocdo do CO), quimicos
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(controlo do pH e da concentracdo de NaCl) e microbioldgicos (tipo e quantidade de
microrganismos presentes no meio) (Fernandez et al., 1997; Gémez et al., 2006). Apos a
fermentacdo, os frutos sdo oxidados por exposicdo ao ar de modo a melhorar a sua
aparéncia e cor. Este passo ndo deve exceder 6-48 horas de modo a evitar que a superficie
das azeitonas apresente rugas devido a desidratacdo (Gémez et al., 2006). Depois de
oxidadas, as azeitonas de mesa podem ser embaladas e comercializadas, sendo imersas
em nova salmoura que podera provocar ou ndo uma nova fermentacdo (Fernandez et al.,
1997). De modo a melhorar a conservacdo do produto final, o produto pode ser
pasteurizado ou acondicionado por adi¢do de sorbato de potassio ou sorbato de sodio a
0,05% (expressos em &cido sorbico) (Fernandez et al., 1997; Gomez et al., 2006).

2.1.1.2. Estilo Sevilhano

Neste tipo de preparagéo as azeitonas sao colhidas verdes ou com uma tonalidade
verde-amareladas. Apo6s chegada a unidade fabril, s&o escolhidas e calibradas, sendo
posteriormente mergulhadas numa solugéo com 2,0 a 5,0% de hidroxido de s6dio (NaOH)
com vista a remover quimicamente o amargor natural da azeitona. A concentracdo de
NaOH adequada depende de vérios fatores como a temperatura, cultivar e grau de
maturacdo dos frutos aquando do momento da colheita (Fernandez et al., 1997). Este
tratamento prolonga-se até que a solu¢do de NaOH penetre cerca de dois ter¢os ou trés
quartos da distancia entre a pele e o caro¢co. As azeitonas sdo posteriormente lavadas
varias vezes com agua, por periodos de tempo variaveis, para remover o excesso de NaOH
presente (de Castro & Brenes, 2001). Apos lavagem, as azeitonas sdo colocadas em
salmouras com uma concentracdo de NaCl de aproximadamente 10%, onde se inicia uma
fermentacdo lactica (Gomez et al., 2006). A duracdo da fermentacdo depende
essencialmente das caracteristicas do tratamento alcalino prévio, cultivar, temperatura e

da populacdo microbiana existente no meio.

Uma vez concluida a fermentacéo, as azeitonas sdo embaladas e acondicionadas
na salmoura onde fermentaram, numa nova salmoura, ou numa mistura de ambas. De
modo a estabilizar e preservar o produto final, a embalagem € pasteurizada (15 minutos
a 62,4°C) (Sanchez et al., 1989).

11



2.1.1.3.Estilo Californiano (pretas oxidadas)

Para este tipo de processamento o0 momento 6ptimo de colheita da azeitona nao
estd definido, podendo-se incluir todos os frutos colhidos apds a colheita das azeitonas
destinadas ao processamento sevilhano e antes da colheita dos frutos destinados a
processamento por fermentagdo natural (Fernandez et al., 1997), desde que possuam uma

polpa rija.

Para produzir este tipo de azeitonas pretas oxidadas, os frutos podem ser sujeitos
diretamente a processos de oxidagdo sem qualquer tipo de preservacdo. As azeitonas sdo
sujeitas a 2 a 5 tratamentos com solugdes de NaOH (1 a 2%). A concentracao das solucdes
de NaOH pode variar de acordo com a maturagdo dos frutos, a cultivar e a temperatura
do tratamento e da penetracdo e velocidade desejada (Fernandez et al., 1997; Gémez et
al., 2006). A penetracdo da soda na azeitona é controlada de modo que no primeiro
tratamento, aquela passe através da pele do fruto. Nos tratamentos posteriores a
penetracdo na polpa vai aumentando, até que se atinja o carogo no ultimo tratamento
(Fernandez et al., 1985). Entre cada tratamento, as azeitonas sdo suspensas em agua
intensamente arejada por ar injetado através de uma rede de tubos, de modo a oxidar
uniformemente as azeitonas. Através de sucessivas suspensdes em agua com ar forcado
a pele e polpa das azeitonas escurecem progressivamente devido a oxidacéo de orto-
difendis como o hidroxitirosol e o &cido cafeico (Brenes et al., 1992; Garcia et al., 1992).
Apos o ultimo tratamento, as azeitonas sofrem sucessivas lavagens para remover o
excesso de NaOH e baixar o pH da polpa para valores proximos de 8 (Fernandez et al.,
1985).

A coloracdo negra obtida nas azeitonas € instavel e pode perder-se ao longo da
vida de prateleira do produto acabado. Para evitar a descoloracdo apenas é permitido o
uso de gluconato ferroso e de lactato ferroso (Garcia et al., 1986). Os sais ferrosos sdo
adicionados a ultima &gua de lavagem numa concentragdo de 100 ppm em ido ferro. A
difusdo do ferro na polpa estara completa ap6s 10 horas de contato, mas a etapa €
prolongada e concluida apds 24 horas de contato (Garcia et al., 2001). A partir deste ponto
as azeitonas sdo calibradas e embaladas em diferentes contentores e imersas em salmouras
com cerca de 2 a 4% de NaCl e 10 a 40 ppm de ferro de forma a prevenir a deterioracao
da cor (Garrido et al., 1995). Também podem ser adicionados sais de célcio, de forma a

melhorar a firmeza das azeitonas (Garcia et al., 1994; Romero et al., 1995). Uma vez que
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0 produto final apresenta uma acidez baixa, a preservacgéo deste tipo de azeitonas de mesa
pode passar pela adigdo de acidos, como acido lactico ou acido gluconico, aplicando-se

também pasteurizacdes (Gomez et al., 2006).

2.1.1.4.0utros tipos de preparacdes

Na regido de Trés-os-Montes existe um tipo de azeitonas de mesa tradicional,
conhecido como “alcaparras”, que difere substancialmente na maneira como sio
fabricadas em relacdo aos trés tipos ja descritos. Estas sdo processadas a partir de
azeitonas saudaveis verdes ou verde-amarelo, que sdo quebradas usando um martelo de
madeira, sendo a polpa e o caroco separados. A polpa é cortada em duas partes
aproximadamente iguais, perpendicularmente ao eixo maior do fruto, e colocada em agua,
a qual é mudada trés ou quatro vezes numa semana. Este tratamento remove a amargura

das azeitonas podendo assim serem consumidas (Sousa et al., 2008).

2.1.2. Analise sensorial de azeitonas de mesa

Devido a importancia econémica das azeitonas de mesa e a necessidade de
padronizacdo do produto, o Conselho Oleicola Internacional (COIl) estabeleceu uma
forma de classificagcdo comercial com base na analise sensorial através de painel treinado.
Porém, essa préatica ainda ndo se faz obrigatdria, como para os azeites, devido a resisténcia
dos produtores. As caracteristicas avaliadas pelo painel de provadores sdo os atributos
negativos (butirico, patrido e sapateira) associados a fermentagdo anormal e (avinhado-
avinagrado, mofo, ranco e etc.) relacionados a categoria de outros defeitos, atributos
gustativos (salgado, amargo e acido) e sensacgOes cinestésicas (dureza, fibrosidade e
crocancia). O painel deve ser constituido por um grupo de 8-10 provadores e um lider que
coordenara a sessdo de provas. Os painelistas recebem uma folha de avaliacdo numeradas
entre 1 (menor valor) e 11 (maior valor), correspondente a intensidade das sensagdes
percebidas durante a prova (COI, 2011).

A classificagdo comercial da azeitona de mesa é feita de acordo com o defeito
predominantemente percebido (DPP) e a mediana da sua intensidade. O lider do painel é
o responsavel pela realizagdo dos calculos que seguem a metodologia descritas pelo COI

(2011) a fim de se chegar no valor esperado. Sendo assim, as azeitonas de mesa podem
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ser classificadas como: extra (mediana 1< DPP <3), 1* escolha (3 < DPP <4,5), 2* escolha
(4,5 <DPP <7,0) e azeitonas que ndo podem ser comercializadas como azeitonas de mesa
(NC) (7 < DPP < 11). As azeitonas que séo destinadas ao processamento tecnoldgico,
devem apresentar boas caracteristicas de sanidade, para isso, 0s cuidados durante a
colheita, armazenamento e transporte devem ser respeitados, bem como as boas préticas
de fabrico de forma a evitar o aparecimento de “defeitos” organoléticos, os referidos

atributos negativos, no produto final, que segundo o COI (2011), sdo:

(i) Fermentagdo Anormal: Sensacdo olfativa percebida direta ou retronasal,

caracteristica de fermentacdes anormais. Podendo ser:
- Butirico: sensacao reminiscéncia de manteiga ou queijo.
- Putrido: sensacédo que lembra o odor de decomposi¢cdo matéria organica.

- Sapateira: sensacdo provocada pela combinacdo volatil de acidos gordos que lembra

couro podre.

(if) Mofo: sensacdo olfato-gustativa percebida direta ou retronasal, caracteristica de
azeitonas atacadas por fungos.

(iif) Rancgo: sensacdo olfativa percebida direta ou retronasal, caracteristica de azeitonas
que tenham sido submetidos a um processo de ranco.

(iv) Cozido: sensacdo olfativa percebida direta ou retronasal, caracteristica de azeitonas
que tenham sido submetidos a aquecimento excessivo em termos de temperatura e/ou a

duracéo durante a pasteurizacdo ou esterilizag&o.

(v) Sabéo: sensacao olfato-gustativa que lembra o sabé&o.

(vi) Metélico: sensacdo olfato gustativa que lembra os metais.
(vii) Terra: sensacdo olfato-gustativa que lembra solo ou poeira.

(viii) Avinhado-avinagrado: sensagéo olfato-gustativa que lembra o vinho ou vinagre.

E importante salientar que determinados atributos negativos podem estar
associados ao tipo de processamento tecnologico empregado. Como por exemplo o sabéo,
que pode ser originado pela adi¢do de hidroxido de sddio durante o processo ou entdo o
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cozido, que pode estar relacionado ao tratamento térmico empregado principalmente nas
azeitonas pretas oxidadas. J& o ranco pode ser encontrado em azeitonas desidratadas. O
avinhado-avinagrado esta relacionado a variedade, sendo caracteristico da cultivar
Galega. A presenca de tais atributos negativos (associados a categoria outros defeitos) no
produto é permitida em baixas intensidades por serem relacionados ao processo ou

proveniente da cultivar.

2.2. Lingua eletronica

A Lingua Eletronica (LE) é um sistema de multi-sensores ndo especificos e de
baixa seletividade, ou seja, constituido por sensores quimicos com resposta reprodutivel,
de elevada estabilidade e sensibilidade cruzada a diferentes espécies em solugédo e que,
por isso, fornecem perfis de sinais que traduzem a informacéo global sobre as amostras
(i.e., uma “impressdo digital” das amostras). No processamento dos perfis de sinais
recorre-se em geral a métodos estatisticos multivariados, que podem ser qualitativos
(classificacdo e discriminagdo de amostras) ou quantitativos (Vlasov et al., 2005).

O sistema de multi-sensores de uma LE pretende mimetizar o funcionamento da
lingua humana. Quando a LE é imersa num liquido obtém-se um padrdo de sinais
eletroquimicos que variam de acordo com o liquido analisado, que consequentemente ird
ser decomposto em informacdo qualitativa ou quantitativa. Denomina-se de seletividade
global esta capacidade de agrupar a informacdo adquirida (Vlasov et al., 2005; Toko,
2000).

Nas industrias alimenticias e farmacéuticas, a andlise sensorial geralmente é
realizada por painelistas treinados de acordo com regulamentos oficiais estabelecidos por
entidades internacionais reconhecidas. As substancias responsaveis pelo sabor sdo
recebidas pelas células sensoriais das papilas gustativas da lingua, que convertem a
informacdo num sinal elétrico, que permite ao cérebro reconhecer as sensacdes basicas
do paladar, nomeadamente o doce, 0 &cido, 0 amargo, o salgado e o umami (Escuter-
Gilabert et al., 2010; Toko, 1998a; Toko, 1998b). No entanto, as avalia¢cdes organoléticas
resultantes do painel de provadores, mesmo treinado, podem apresentar subjetividade e
falta de reprodutibilidade, por vezes devido ao cansaco e stress dos painelistas. O possivel

uso de sensores gustativos ou LE podem contribuir para melhorar esta situacdo. S&o
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sistemas com merecido interesse pois permitem adquirir informacdo global sobre
amostras complexas que ndo é possivel com outras metodologias analiticas,
principalmente mimetizar a lingua humana na apreciacdo de sabores. Esta informacao

varia de acordo com as caracteristicas da LE usada (Ha et al., 2015).

O objetivo principal das linguas eletronicas é a analise qualitativa (como por
exemplo, o reconhecimento, classificacdo ou identificacdo de amostras) dependendo da
composicao da matriz de sensores e do método matematico usado no tratamento de dados.
Mas o sistema também possibilita a determinagdo quantitativa da concentracdo de varios
compostos (Escuter-Gilabert et al., 2010; Dias et al., 2009; Vlasov et al., 2005).

2.2.1. Métodos eletroquimicos

As LEs funcionam de acordo com diferentes métodos eletroquimicos:
potenciométrico (Toko, 2000; Legin et al., 2003), voltamétrico (Heyden et al., 2002; Wei
et al., 2013), amperomeétrico (Burattia et al., 2004) e impedancia eletroquimica (Ulloa et
al., 2013), sendo o potenciométrico e o voltamétrico, os mais utilizados. A voltametria
consiste na aplicacdo de um potencial crescente (ou decrescente) numa célula até que
ocorra a oxidagédo (ou reducdo) da substéncia a analisar, e que corresponde a uma subida
(ou descida) do sinal da corrente, sendo o tamanho do pico de corrente diretamente
proporcional a concentracdo do material eletroativo. O método potenciométrico baseia-
se na medicdo do potencial de uma célula na auséncia de corrente, sendo proporcional ao
logaritmo da concentracdo da substancia a determinar (Escuter-Gilabert et al., 2010;
Scholz, 2010; Wang, 2006). No trabalho em questdo, a LE utilizada baseia-se no método
potenciométrico, com 40 sensores de membranas lipo/poliméricas de sensibilidade

cruzada.

A célula analitica tipica potenciométrica possui dois elétrodos imersos numa
solucdo contendo a substancia a analisar, cuja concentracdo é para ser medida. O elétrodo
de referéncia (ER) possui uma constante contribuicéo para o sinal, de forma independente
da matriz de solugdo. Normalmente contém um elétrodo de metal em contato com um sal
insolivel do mesmo metal (segundo tipo de elétrodo) e o seu potencial s6 depende da
solubilidade do sal. O ER mais utilizado é a prata / cloreto de prata (Ag / AgCl). O
segundo € o elétrodo indicador (EI) que contém uma membrana sensivel ao composto a

ser analisado, assim, o seu potencial depende da concentracdo do composto. O analito da
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solucdo amostra entra no elétrodo de membrana causando uma mudanca no potencial da
mesma devido a modificacdo das propriedades eletroquimicas. Um potenciometro de
impedancia elevada ¢ utilizado para medir o potencial entre os dois elétrodos. Estes dois
elétrodos sdo usados separadamente ou combinados em um unico corpo. Os Els mais

comuns s&o sensiveis a atividade de iGes e ndo a concentracdo destes (Scholz, 2010).

Em elétrodos de baixa seletividade, montados como conjuntos de sensores, varias
membranas podem ser usadas como sensores potenciométricos, nomeadamente vidros
calcogenetos e membranas lipidicas poliméricas (Vlasov et al., 2005). Estas matrizes
constituem ferramentas analiticas cuja capacidade de desempenho depende dos elétrodos
selecionados mas também da finalidade préatica. Analise qualitativa, semi- quantitativa e

quantitativa sdo possiveis usando técnicas quimiométricas avancadas.

2.2.2. Sensores quimicos

O tipo de sensores usados nas LEs depende do principio de detecdo utilizado nas
mesmas. Varios tipos de sensores tém sido usados, podendo os sistemas de multi-sensores
conterem uma s6 familia de sensores quimicos ou misturas de varios tipos, como por
exemplo: sensores de vidro de calcogenetos (Legin et al., 2003; Rudnistskaya et al.,
2009), membranas poliméricas lipidicas de sensibilidade cruzada (Legin et al., 2003; Dias
et al., 2008; Eckerta et al., 2011) e membranas seletivas a ides (Legin et al., 2003;
Gallardo et al., 2005;). Alguns destes tipos de sensores sdo seletivos, sendo usados na LE
por permitirem uma diferenciacdo de amostras por meio de pardmetros quimicos
especificos. No entanto, o critério de selecdo de um sensor para um sistema de multi-
sensores que se pretende usar como LE é ter baixa seletividade e alta sensibilidade
cruzada. Esta caracteristica consiste na capacidade de um sensor responder a um nimero
diferente de espécies em solucdo e, num sistema de multi-sensores, implica que diferentes
sensores vao produzir sinais diferentes para a mesma matriz, que constituem um perfil de
sinais tipo “espectro” da amostra. O perfil de sinais corresponde a uma impressao digital
de multicomponentes da amostra, permitindo o uso de ferramentas multivariadas de
estatistica para analise qualitativa e quantitativa. As caracteristicas de uma LE dependem
quer dos materiais usados (composic¢ao) na preparacdo dos sensores, quer dos sensores
usados na preparagdo do multi-sistema, sendo definidas pelos mesmos parametros que

para um sensor discreto (seletividade, limite de detecdo, limite de quantificagéo, etc). Na
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andlise qualitativa, os trabalhos incidem no reconhecimento ou identificagdo de solugdes
ou amostras (Dias, 2013).

O namero de sensores num sistema de multi-sensores depende do trabalho que se
pretende efetuar. Os sistemas com um elevado nimero de sensores permitem um maior
conjunto de aplicagbes porque, quer na classificacdo de amostras, quer na analise
quantitativa de componentes em amostras, usando técnicas de selecdo de variaveis
acoplados as metodologias de analise estatistica multivariada, possibilitam, selecionar os

sensores mais adequados para o trabalho em curso (Alberto, 2014).

2.2.3. Processamento de sinais

O processamento dos sinais pode ser efetuado usando métodos estatisticos

multivariados ndo supervisionados ou supervisionados.

2.2.3.1.Métodos ndo supervisionados

Nos meétodos ndo supervisionados estuda-se a variabilidade natural existente nas
amostras analisadas com o objetivo de procurar algum padrdo ou estrutura entre as
amostras do mesmo tipo. S8 métodos exploratorios, sem qualquer controlo do
investigador, que permitem identificar possiveis amostras estranhas e agrupamentos. A
metodologia mais usada é a analise de componentes principais (ACP) (Dias et al., 2008;
Escuder-Gilabert et a.l, 2010). A ACP é uma técnica de analise multivariada que
transforma um conjunto de varidveis correlacionadas num pequeno conjunto de variaveis
independentes que sdo combinacdes lineares das varidveis originais, denominadas de

componentes principais (Maroco, 2003).

O objetivo principal da ACP é o estudo e interpretacdo da estrutura da variancia-
covariancia de um determinado facto calculado por maltiplas variaveis de modo a mostrar
as relacOes entre as varidveis, entre 0s sujeitos ou entre os sujeitos e variaveis. Além disso,
é um método de reducéo de variaveis e permite sintetizar a informacéo de varias variaveis
correlacionadas em uma ou mais combinagdes lineares independentes, que contém a
maioria da informacdo presente nas varidveis originais (Maroco, 2003). A ACP pode
também ser usada, por exemplo, na identificacdo de possiveis extremos (i.e., "outliers")

e na identificacdo de grupos de individuos (clusters). As componentes principais podem
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também ser utilizadas em técnicas estatisticas (por exemplo a analise de Clusters e
Regressdo linear multipla) que exigem que as varidveis em estudo sejam independentes
(Maroco, 2003).

2.2.3.2.Métodos supervisionados

Na aplicacdo dos métodos supervisionados € necessario fornecer informagéo
inicial sobre as amostras agrupando-as em grupos pré-definidos para que seja possivel
estabelecer modelos de classificacdo (analise qualitativa) e fornecendo niveis de
concentracdo para estabelecer modelo de calibragdo (analise quantitativa) com os sinais
da LE. Dentro desta categoria, as metodologias mais usadas para classificacdo sdo os
métodos analise discriminante linear (ADL), o método de andlise de discriminante por
minimos quadrados parciais (MQP-AD) e redes neurais artificiais (RNA); para a analise
quantitativa, os mais aplicados sdo a regressao linear multipla (RLM) e o método dos
minimos quadrados parciais (MQP) (Escuder-Gilabert et al., 2010; Dias et al., 2011).

A ADL e RLM séo técnicas multivariadas supervisionadas gque visam a obtencédo
de modelos matematicos lineares das variaveis independentes (sinais dos sensores) que
melhor separem os diferentes grupos (variavel dependente) em que se pretendem
classificar as amostras ou quantifiguem o parametro fisico-quimico da amostra (variavel
dependente), respetivamente. A aplicacdo de tais metodologias implica a execucgdo de 2
passos: a selecdo das variaveis independentes (sensores) para obter o melhor modelo; e
depois, o estudo da robustez do modelo selecionado associado a classificacdo ou
quantificacdo das amostras. Estes passos tém como objetivo definir as caracteristicas que
distinguem as amostras de um grupo de outro, de modo que se possa prever a que grupo
pertence uma nova amostra. Ao nivel dos pressupostos de aplicacdo desta técnica, é
importante verificar se ha presenca de outliers, normalidade nas variaveis,
homogeneidade das matrizes de varidncia-covariancia nos grupos e diferencas
significativas entre os grupos. Mas, globalmente, a validacdo do modelo ADL é efetuada
testando a sua capacidade de previsdo pois, mesmo que um ou dois dos pressupostos nao
sejam observados, se for robusto, um modelo pode ser usado na previsdo do grupo onde
se inserem novas amostras (McGarigal et al., 2000). O estudo da previsdao, quando o
namero de amostras de cada grupo de classificagdo ndo é muito elevado, baseia-se

principalmente nos resultados de classificagdo correta obtidos com a validagéo cruzada
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(VC) usando a técnica “deixar um de fora” (LOO, leave-one-out). Avaliando o
desempenho do modelo na previsdo ao remover uma amostra do estudo (contém n
amostras) e prevendo a sua classificacdo com o modelo ADL obtido com as restantes (n-
1). Este processo € repetido n vezes, de forma a obterem-se os erros de classificacdo de
todas as amostras, sendo o erro global a soma dos erros de cada teste dividido por n. Na
andlise quantitativa usando RLM, a capacidade de previsdo do modelo é verificada
usando também a validacdo cruzada LOO. Os resultados da previsdo quantitativa séo
avaliados por comparacdo com os dados esperados de cada amostra que sdo 0s
experimentais. A comparacéo € visualizada numa relag&o linear entre os valores previstos
e os valores esperados, cujo declive e ordenada na origem se esperam ter valores um e

zero, respetivamente (Dias, 2013).

Na selecdo de varidveis (reducdo) podem-se aplicar varios métodos que se
diferenciam na forma como selecionam e testam as variaveis. As metodologias classicas,
presentes na maior parte dos programas de estatisticas comerciais, sdo chamados de
métodos heuristicos (métodos de selecdo de um subconjunto de variaveis) incluidos na
classe chamada greedy, porque sdo métodos que fazem uma escolha no momento, mas,
mais tarde, ndo verificam se foi uma boa opg¢do (Graham, 2001). Como exemplo, temos
0s métodos de selecdo sequencial para a frente (sequential forward selection method), de
selecdo sequencial por eliminacdo posterior (sequential backward eliminaion method) e
selecdo por etapas (stepwise method). Estes métodos sdo importantes quando no estudo
existem poucas varidveis e se pretende ordenar as variaveis selecionadas em termos da
sua importancia. No caso das LE, onde se utilizam um grande nimero de sensores, tem-
se multi-colinearidade, por isso, os métodos heuristicos nem sempre escolhem o melhor
conjunto de variaveis independentes. Nesta situacao, os métodos de selecdo de variaveis
meta-heuristicos permitem obter o0 melhor subconjunto de variaveis que correspondem a
um étimo global para um dado critério de aproximacao a uma determinada funcédo, num
grande espaco de busca de outros subconjuntos de varidveis. Dois exemplos destes
métodos sdo o algoritmo genético e o algoritmo arrefecimento simulado (AS). No AS, a
melhor solucéao é obtida num espaco selecionado aleatoriamente na vizinhanca da solucao
corrente e testada segundo as regras de um processo de arrefecimento simulado, uma
técnica que consiste em aquecer uma substancia até a sua fusdo seguida, de uma lenta
diminuicdo da temperatura para que, a substancia possa atingir a configuracdo mais

regular possivel (livre de defeitos) da sua malha cristalina (estado cristalino de energia
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minimo). O método meta-heuristico de selecdo de variaveis permite ter modelos com
menor numero de variaveis (elimina variaveis irrelevantes ou que contribuem da mesma
forma para o estudo), aumentando a robustez e exatiddo de previsdo. O modelo sera mais
simples, mais facil de interpretar e, por se conhecerem as variaveis corretas, mais rapido

nos calculos, permitindo melhores resultados de previsdo (Graham, 2001).

2.2.4. AplicacOes

Na analise de alimentos, sdo utilizadas varias metodologias tradicionais na
determinacdo ou detecdo de compostos caracteristicos dos alimentos. Estes métodos
tradicionais apresentam boa precisdo, boa exatiddo e confianca, porém séo destrutivos,
requerem equipamentos dispendiosos, sdo mais demorados e sdo inadequados, em geral,
para monitorizacdo in-situ. As LEs tém sido descritas como possiveis alternativas a estes
métodos apresentando varias vantagens como facil utilizacdo, baixo custo, muito
promissoras na avaliacdo da qualidade dos alimentos, especialmente em situagdes onde é
necessario resultado rapido (Escuder-Gilabert et al., 2010; Dias et al., 2009; Vlasov et
al., 2005).

Na area alimentar, as LEs potenciométricas tém sido usadas em analise
qualitativa, semi-quantitativa e quantitativa, por exemplo, na distin¢do de bebidas (Toko,
2000; Dias et al., 2011), classificacdo de vinhos (Legin et al., 2003), identificacdo de
adulteracdes no leite (Dias et al., 2009), quantificacdo de sabores e alguns compostos
(Legin et al., 2000; Toko, 2000), classificacdo de cervejas (Ciosek et al., 2006),
discriminacdo do mel em diferentes grupos de méis florais (Dias et al., 2013), analise
semi-quantitativa de sumos e quantitativa de acuUcares e acidos organicos em sumos
comerciais (Sequeira, 2012). Para além das LE potenciométricas, na literatura podem
encontrar estudos realizados com LE voltamétricas, que permitem também identificar
adulteracdes no vinho, monitorizar processos de lavagem no processamento do leite e
distinguir as diferentes origens do leite (Winquist et al., 2005; Parra et al., 2006), entre

outras aplicagdes.

No que diz respeito a area oleicola, estudos vem obtendo resultados promissores.
Veloso e colaboradores (2016) estudaram a capacidade de uma LE com membranas
lipo/poliméricas de sensibilidade cruzada para classificar azeites de acordo com a sua

intensidade da percepg¢éo frutado, amargor e pungéncia. Estes atributos sdo geralmente
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avaliados por um painel de provadores, sendo comercializados como intenso, médio ou
light, de acordo com a intensidade. Os autores concluiram que a LE permitiu classificar
corretamente 91% dos azeites de acordo com seu grau sensorial intensidade. Ja Dias e
colaboradores (2016a) utilizaram da mesma ferramenta para discriminar oito amostras de
azeites extra virgem monovarietal, tratando os dados a partir do método de analise de
discriminante linear com selecéo de algoritmo de arrefecimento simulado; os autores

obtiveram a classificacdo dos azeites com 100% de acerto.

2.3.  Perspetivas do trabalho proposto

O levantamento bibliografico realizado ndo permitiu encontrar qualquer
referéncia de aplicacdo de LEs na avaliacdo e/ou monitorizagéo da qualidade de azeitonas
de mesa ou na classificacdo das mesmas de acordo com categorias comerciais. Também
ndo foi possivel encontrar qualquer trabalho relativo a identificacdo dos principais
defeitos sensoriais avaliados em azeitonas de mesa.

Este facto realca a novidade do trabalho proposto, cujo esperado sucesso podera
contribuir para a confirmacdo das LEs como ferramentas Uteis na analise de produtos da

fileira da azeitona.
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3.1.  Amostras de azeitonas de mesa

Quarenta e quatro amostras comerciais de azeitonas de mesa de diferentes marcas
(18 marcas) foram adquiridas em supermercados locais em Braganca (Portugal) e Zamora
(Espanha), sendo, de acordo com a informacgéo disponibilizada no rétulo, 36 obtidas por
fermentacdo natural (aromatizadas ou néo), 6 de estilo espanhol (aromatizadas ou néo), 1
estilo californiano (ndo aromatizado) e 1 aromatizada de estilos variados (fermentacéo
natural, estilo espanhol e estilo californiano). No total as azeitonas usadas na producao
das azeitonas de mesa eram 7 cultivares portuguesas e espanholas, incluindo Cobrangosa,
Empeltre, Hojiblanca, Galega, Gordal, Manzanilla e Negrinha de Freixo. As amostras
foram armazenadas nas embalagens originais, ao abrigo de luz e a temperatura ambiente
(~ 20 °C) até analise, e depois de abertas no frigorifico a 4 °C, tendo sido todas as amostras

analisadas dentro do prazo de validade.

3.2. Analise organolética de azeitonas de mesa (painel de provadores)

O painel de provadores (em formacgdo), constituido por 8 membros, foi
selecionado de entre um conjunto inicial de 12 voluntarios que estudam ou trabalham na
Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca. Os 8 membros
selecionados sdo de ambos 0s sexos e as suas idades variam entre os 22 e 56 anos. O
treino do painel de provadores seguiu as diretrizes da norma COI/MO No.1/Ver.2 de
novembro de 2011 do Conselho Oleicola Internacional (COIl, 2011), sendo realizadas
duas sessdes de treino semanais, cada uma com 1 hora de duracdo. Tal como referido, 0s
provadores iniciais (12) foram sujeitos a um processo de sele¢do, em que na fase de pré-
selecdo tiveram de demonstrar o interesse e disponibilidade, garantir que se encontram
em bom estado de salde e ndo sdo alérgicos aos alimentos a provar, bem como demonstrar
capacidade ao cheiro, estabilidade emocional e facilidade de comunicacdo. A fase de
selecdo do painel ndo tem como objetivo avaliar o rigor das respostas, mas selecionar um
nimero minimo de provadores (8) que se afigurem os mais indicados para uma fase
posterior de treino. O treino tem por objetivos, ampliar a memdaria sensorial; assegurar a
sensibilidade dos resultados; obter reprodutibilidade dos resultados; familiarizar-se com
0 vocabulario especifico; e memorizar as texturas, sabores, cheiros e aromas

caracteristicos (Codex Alimentarius, 1987; COI, 2004). Como mencionado, no ambito
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deste estudo foram selecionados oito provadores, o minimo recomendado pelo COI
(2011).

A formacdo do painel de provadores prosseguiu em trés etapas. Primeiro:
introducdo ao assunto, defini¢des, identificacdo dos defeitos e escala de classificacao.
Segundo: avaliacdo dos atributos negativos, gustativos e cinestésicos, utilizando padrdes
estabelecidos pelo COI (2011). Terceiro: avaliacdo de diferentes amostras de azeitona de
mesa a partir de diferentes processos tecnoldgicos, com presenca ou auséncia de defeitos
sensoriais, preparados a partir de diferentes cultivares e de regifes distintas nacionais e

internacionais.

A classificacdo comercial das azeitonas de mesa ¢ feita a partir da mediana da
intensidade dos atributos negativos no produto de acordo com o defeito
predominantemente percebido (DPP), na andlise simultanea de azeitonas e das repetivas
salmouras. Para efeitos de classificacdo, o lider do painel deve tomar apenas em
consideracdo a mediana do defeito percebido com maior intensidade que esteja em
conformidade com os requisitos especificados na secdo anterior. As amostras devem,
entdo, ser classificadas como segue de acordo com a intensidade: Extra: DPP < 3; 1*
escolha: 3 <DPP < 4,5; 22 escolha: 4.5 <DPP < 7,0; Azeitonas que ndo podem ser
comercializadas como azeitonas de mesa (NC): DPP> 7.0. Para calcular os resultados
utiliza-se o programa (CALC-ENG V08 01-06-14 COI) fornecido pelo COI (2011). Neste
estudo foi ainda proposta uma nova categoria de classificacdo, extra sem defeito, que
engloba as amostras de azeitonas de mesa para as quais nenhum provador detetou

qualquer defeito sensorial, quer na azeitona quer na respetiva salmoura.

A preparacdo das amostras (azeitonas e salmouras) para avaliacdo pelo painel de
provadores seguiu as recomendacgdes do COI (2011). Em anexo (Anexo A) encontra-se
uma copia da folha de prova (COI, 2011) usada no &mbito deste trabalho e na qual cada
um dos membros do painel de provadores devia registar para cada defeito percebido, apds
a prova de cada amostra, a sua intensidade do atributo numa escala de 1 (atributo ndo
detetado) a 11.
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3.3.Desempenho da LE nos atributos gustativos

O potencial da LE para identificacdo dos sabores basicos, nomeadamente acido,
amargo e salgado foi avaliado utilizando 2 solu¢des padréo para cada sabor, cada uma
com 9 niveis de concentragdes (2 x 3 x 9). O sabor &cido foi mimetizado usando o &cido
citrico (Fisher Scientific, p.a.) e o &cido (L+)-tartarico (Panreac, p.a.). Para o sabor
amargo foram utilizadas solugcbes padrdo de cafeina (Panreac, p.a.) e quinino anidro
(Fluka, pureza > 98%). Para o sabor basico salgado utilizaram-se solugdes de cloreto de
sodio e cloreto de potéssio (Panreac, p.a.). Estas solucBes padrdo foram preparadas
utilizando &gua mineral comercial (pH 5,8+0,2; mineralizacdo total de 48+7 mg/ L),
visando simular as solucgdes reais usadas na avaliacdo sensorial pelo painel de provadores
(para 0 qual a agua deionizada ou destilada ndo pode ser usada). Para cada ensaio
eletroquimico foram utilizados 20 mL de solucdo padrdo. A Tabela 1 apresenta as
concentragOes utilizadas neste estudo, cujas gamas e componentes quimicos foram

estabelecidos de acordo com Meilgaard et al. (2007).

Tabela 1. Concentracdo das solucdes padréo (g/L) utilizadas na avaliacdo da capacidade
da LE na identificagdo de sabores basicos, nomeadamente dos atributos gustativos

usualmente avaliados nas provas sensoriais de azeitonas de mesa (&cido, amargo e

salgado).
Concentracdes das solugdes padrdo preparadas em agua mineral (g/L)
Sabor &cido Sabor amargo Sabor salgado
) ) Cloreto de
Acido Citrico  Acido Tartdrico  Quinino anidro  Cafeina potéassio Cloreto de s6dio
2 0,5 0,1 3 25 15
1,75 0,45 0,09 2,6 22,5 12,5
1,5 0,4 0,08 2,25 20 10
1,25 0,3 0,07 1,75 17,5 7,5
1 0,25 0,06 1,3 15 5
0,75 0,2 0,05 0,95 12,5 3.5
0,5 0,1 0,04 0,6 10 2
0,25 0,05 0,02 0,3 5 1
0,125 0,01 0,01 0,15 2 0,5
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3.4. Desempenho da LE na avaliacao de defeitos organoléticos

A capacidade da LE para discriminar defeitos organoléticos atribuidos a
fermentacdo anormal (butirico, patrido e sapateira) ou outros defeitos sensoriais (como
avinhado-avinagrado e mofo), foi avaliada utilizando: (i) solu¢des padréo que mimetizam
atributos negativos presentes em azeitonas de mesa (compostos quimicos referidos no
regulamento oficial do COIl (2011): acido n-butirico, 2-mercaptoetanol e &cido
ciclohexanocarboxilico que mimetizam os defeitos butirico, putrido e sapateira); (ii)
amostras de azeitona de mesa e de salmoura, para as quais um defeito Gnico intenso (DPP
>8) foi identificado pelo painel de provadores; e (iii) amostras comerciais de azeitonas de

mesa e respetivas salmouras.

3.4.1. Solugbes padrdo que mimetizam defeitos sensoriais

Tal como referido na norma do COI (2011) utilizaram-se as solucBes padrédo
recomendadas (composto quimico e gama de concentrages) para mimetizar os defeitos
sensoriais habituais detetados em azeitonas de mesa (azeitonas e salmouras), devido a
fermentacdo anormal: butirico, putrido e sapateira. De acordo com o regulamento
referido, e como indicado na Tabela 2, o defeito putrido foi mimetizado utilizando
solugdes aquosas de 2-mercaptoetanol (Acros Organics, pureza = 99%), o atributo
negativo butirico foi mimetizado usando solu¢Ges aquosas do &cido n-butirico (Acros
Organics, pureza>99%) e, finalmente, o defeito sapateira foi simulado utilizando solucdes
aquosas do acido ciclohexanocarboxilico (Acros Organics, pureza>98%). Embora para
formagéo do painel de provadores estabelecido pelo COI (2011), a avaliagdo de cada
defeito organolético deva ser feito a 2 niveis de concentracdo, que correspondem a duas
intensidades sensoriais pré-estabelecidas (Tabela 2), neste trabalho foram utilizadas 5
concentracdes de cada solucdo padrdo, que incluem a gama de concentracdes
recomendada pelo COI (2011): 0,05 a 2 g/L para o 2- mercaptoetanol; 0,25 a 2 g/L para
0 4cido n-butirico; e 0,075 a 2 g/L para o acido ciclohexanocarboxilico. Todas as solugdes
padrdo foram preparadas utilizando agua mineral comercial, com o objetivo de simular
as condi¢cdes de prova do painel de provadores. Para a analise eletroquimica foram

utilizados 20 ml de cada solucédo padrdo.
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Tabela 2. SolucGes padrdo que mimetizam atributos negativos (associados a fermentacéao
anormal) (COlI, 2011): atributo mimetizado, composto quimico, gama de concentragdes

e gama de intensidades organoléticas percebidas.

Classe Atributos Compostos padréao Concentracdo  Intensidade (1
(Férmula quimica) (g/L) a 11 escala)
Atributos Butirico Acido n-butirico 05e1.0 35e7
negativos (C4Hs0,)
associados a Pdtrido 2- Mercaptoetanol 0,1e1.0 25e8
fermentacéo (C2Hs0S)
anormal Sapateira Acido 0,15e1,0 4e9

ciclohexanocarboxilico
(C¢H11CO2H)

3.4.2. Amostras referéncia de azeitona de mesa e salmoura com um uUnico defeito

sensorial

O desempenho da LE na discriminacdo de defeitos sensoriais tipicos de azeitonas
de mesa também foi avaliado usando, como mencionado anteriormente, as amostras
selecionadas de azeitonas de mesa (e as respetivas solucbes de salmoura), para as quais
apenas um defeito intenso foi identificado pelo painel de provadores (DPP > 8, numa
escala de 11 graus de intensidade). Convém referir que eatas amostras s6 foram usadas
para esta finalidade. Assim sendo o painel de provadores conseguiu selecionar 3 amostras
de azeitonas de mesa contendo um Unico defeito organolético muito intenso, dois deles
relacionados com a fermentacdo anormal (butirico ou sapateira) e o terceiro da categoria
de outros defeitos (avinhado-avinagrado), de acordo com a classificacdo estabelecida pelo
COI (2011). Em relacdo as salmouras, o painel de provadores conseguiu selecionar 5
amostras com um anico defeito muito intenso: butirico, putrido, sapateira, avinhado-
avinagrado e mofo (os 3 primeiros relacionados com a fermentacdo anormal e os 2

ultimos pertencentes a categoria de outros defeitos).

Para os ensaios na LE as amostras de azeitona de mesa foram inicialmente
descarogadas e depois trituradas utilizando uma trituradora de facas (Moulinex®),
obtendo-se uma pasta de grdo fino. Antes da analise eletroquimica, cada pasta foi diluida
com agua mineral comercial, resultando em 5 diferentes proporg¢des: 9 gramas de pasta
de azeitona de mesa e 6 mL de agua mineral até 5 gramas de pasta de azeitona de mesa e

10 mL de 4gua mineral.

29



Em relagdo as 5 amostras de salmoura com diferentes defeitos sensoriais, foi
analisada a salmoura sem dilui¢cdo (20 mL) e mais 4 sub-amostras obtidas por diluigéo
com agua mineral: desde 16 mL de salmoura e 4 mL de mineral de agua até 4 mL de
salmoura e 16 ml de &gua mineral, com o intuito de obter solucGes (volume total 20 mL)

com 5 intensidades para cada defeito analisado.

3.4.3. Amostras comerciais de Azeitonas de mesa

Analisaram-se 44 amostras de azeitonas de mesa de diferentes marcas obtidas
recorrendo a 3 tipos de processamento tecnoldgico e de diferentes cultivares de azeitonas.
As amostras de azeitona de mesa foram adquiridas em supermercados da regido de
Braganca (Portugal) e de Zamora (Espanha). Para realizar a analise com a LE, as
azeitonas foram previamente descarocadas e trituradas com um triturador de facas
Moulinex®, o que permitiu obter uma pasta de grdo fino, a qual foi diluida na proporc¢éo
de 9 gramas de pasta para 6 ml de &gua mineral. Para as salmouras, recolheram-se 20 mL

de cada amostra, que foram analisados sem qualquer tipo de pré-tratamento.

3.5. Lingua Eletrénica

3.5.1. Sistema de multi-sensores

O sistema de multi-sensores é constituido por uma placa de cloreto de polivinilo
(PVC) (9,5 cm de altura e 2,5 cm de largura) por impressao, nas duas faces da placa, de
um circuito usando o método print-screen, onde aplica-se uma pasta epoxilica condutora
de prata (EPO-TK E4110, Epoxy Technology, Inc.) de cura a baixas temperaturas,
preparada por mistura de dois reagentes (pasta + endurecedor). Em cada face do sistema
é possivel aplicar 10 sensores quimicos (em pocos com 3,6 mm de didmetro 0,3 mm de
profundidade), ou seja, cada sistema permite monitorizar o sinal de 20 sensores. O
processo de cura foi realizado a 40 °C, permitindo a secagem da pasta em 8 horas. Ap4s
corte e limpeza do circuito impresso, vedaram-se os pontos de colocagdo do sensor
quimico e de ligacdo a ficha RS-232, para posterior impermeabilizagdo do sistema,
usando como revestimento uma resina acrilica (PLASTIK 70, Kontakt Chemie) aplicada
por pulverizacdo. A fase final consistiu na colocacdo da ficha RS-232 de 25 pinos no

sistema, envolvendo a sua fixacao e ligacao ao circuito impresso (Figura 1). Cada sistema
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foi testado com um multivoltimetro para confirmar se todas as ligagbes permitiam a

conducdo de sinal elétrico.

Figura 1: Sistema de multi-sensores

3.5.2. Sensores quimicos

Os sensores quimicos usados correspondem a diferentes membranas de
sensibilidade cruzada, preparadas com combinacGes de diferentes aditivos lipidicos (entre
2,8 e 3,2%) e plastificantes (entre 64,7 e 65,2%). O polimero usado foi o PVC (entre 31,9
e 32,3%) da Fluka. Usaram-se 4 substancias aditivas: octadecilamina, alcool oleilico,
cloreto de metiltrioctilaménio e acido oleico (todos Fluka, p.a.). As 5 substancias
plastificantes usadas foram: adipato de bis(1-butilpentilo), sebacato de dibutilo, 2-
nitrofeniloctil éter, fosfato de 2-etil-hexilo e fosfonato de dioctilfenilo (todos da Fluka,

p.a.) como apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Detalhes dos sensores da LE (codigo de identificacdo; componentes dos pares
de plastificantes e aditivos usados na preparacéo de cada membrana lipo / polimérica).

N° Plastificante Aditivo
S1:1 S2:1 2-nitrofeniloctil éter Octadecilamina
S1:2 S2:2 Alcool Oleilico
Cloreto de
S1:3 S2:3 metiltrioctilamonio
S1:4 S2:4 Acido Oleico
S1:5 S2:5 Fosfanato de dioctilfenilo Octadecilamina
S1:6 S2:6 Alcool Oleilico
Cloreto de
S1:7 S2:7 metiltrioctilaménio
S1:8 S2:8 Acido Oleico
S1:9 S2:9 Adipato de bis(1- butilpentilo ) Octadecilamina
S1:10 S2:10 Alcool Oleilico
Cloreto de
S1:11 S2:11 metiltrioctilaménio
S1:12 S2:12 Acido Oleico
S1:13 S2:13 Sebacato de dibutilo Octadecilamina
S1:14 S2:14 Alcool Oleilico
Cloreto de
S1:15 S2:15 metiltrioctilaménio
S1:16 S2:16 Acido Oleico
S1:17 S2:17 Fosfato de 2-etil-hexilo Octadecilamina
S1:18 S2:18 Alcool Oleilico
Cloreto de
S1:19 S2:19 metiltrioctilaménio
S1:20 S2:20 Acido Oleico

Cada mistura foi preparada por pesagem de massas pre-estabelecidas de cada um
dos trés produtos e dissolvidos com tetrahidrofurano (Sigma, p.a.) de forma a obter-se
uma solucdo homogénea e viscosa. A formacéo de cada membrana no sistema de multi-
sensores foi efetuada usando a técnica de gota-a-gota (adi¢cGes de uma gota a intervalos
de tempo de 3-5 minutos para permitir a evaporagdo completa do solvente antes da nova
adicdo) até a formacdo de uma membrana polimérica transparente e de aparéncia

cristalina.
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3.5.3. Equipamento

A LE utilizada neste trabalho € um sistema analitico constituido por elétrodos
potenciométricos “tudo-estado-solido”, o que lhe confere robustez na sua utilizaco. E
um dispositivo constituido por dois sistemas de multi-sensores, iguais na sua constitui¢ao
ao nivel dos sensores quimicos, e um elétrodo de referéncia Ag/AgCl de dupla juncéo.
Cada sistema de sensores quimicos é ligado a um datalogger (Agilent 34970). A aquisi¢éo
do sinal de cada membrana foi efetuada atraves de um computador usando o software
“Agilent BenchLink Data Logger”. As andlises foram efetuadas em solucdes sob agitagao
magnética (VELP Scientifica, modelo ARE Heating magnetic stirrer). A Figura 2

apresenta o esquema de montagem utilizada nas analises eletroquimicas com a LE.

SISTEMA DE
AQUISICAO DE
DADOS

COMPUTADOR

1. Sistema de multi-sensores
(lingua eletrénica).

2. Membranas
lipo/poliméricas de
sensibilidade cruzada

: : 3. Elétrodo de referéncia
Ceey Ll Ag/AgCl

l T 4. Amostra
2 5

5. Barra magnética

Figura 2: Montagem para a analise com a lingua eletronica (adaptado de Veloso et al., 2016).

3.5.4. Andlise com a lingua eletrénica

As analises com a LE requerem apenas uma lavagem cuidadosa do sistema

analitico com agua deionizada e enxugamento leve com papel absorvente, entre ensaios.
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O sistema permite a monitorizagao continua dos sinais dos sensores, pelo que € possivel
inspecionar visualmente a variagdo do sinal em funcdo do tempo para cada uma das 40
membranas poliméricas incluidas na LE. Cada analise envolvia um periodo de
estabilizacdo do sinal de 5 minutos, com agitacdo magnética (liquidos), sendo a LE
removida da solugédo durante a preparagdo do novo ensaio. Todas as experiéncias foram
efetuadas a temperatura ambiente (~20 °C). Os perfis de sinais potenciométricos de cada
membrana polimérica foram transferidos para o programa Excel para posterior tratamento
de dados.

3.5.5. Métodos estatisticos

Os métodos estatisticos de analise multivariada permitem a reducéo do nimero de
varidveis independentes inicialmente avaliadas, bem como realizar analises qualitativas
(classificacdo/discriminacdo) e quantitativas (obtencdo de modelos de calibracdo e
previsdo) (Neto et al., 2006). Neste trabalho, foram utilizados diferentes métodos

guimiomeétricos.

3.5.5.1.Classificacdo com andlise discriminante linear

A andlise discriminante linear (ADL) é um método de analise estatistica
supervisionada onde 0s grupos a que as amostras pertencem sdo previamente
estabelecidos. E uma técnica aplicavel quando a varidvel dependente é qualitativa
(identificacdo/classificacdo dos grupos) e as varidveis independentes sdo quantitativas,
permitindo obter funcgdes lineares das variaveis que potenciam o distanciamento entre 0s
grupos em estudo. Com o0 modelo ADL é possivel classificar a que grupo pertencem novas
amostras. Esta metodologia € sensivel a multi-colinearidade entre as variaveis
independentes embora, em ultimo caso, a robustez do modelo possa ser avaliada ao nivel
da previsao. Por isso, e de forma a evitar problemas de multi-colinearidade, a selegéo de
variaveis é um aspeto muito importante para a obtencéo de modelos de previséo robustos,
permitindo também, em muitas situacdes, reduzir o ruido dos dados analiticos, ao
remover/eliminar varidveis sem informacgdo relevante para o estudo. Os sinais dos
sensores da lingua eletronica apresentam elevada colinearidade e, por isso, é fundamental

usar um algoritmo de selecdo de varidveis que permita a escolha dos sensores mais

34



relevantes para o estudo em causa. Neste estudo a qualidade dos resultados foi inferida
ao nivel da percentagem de classificacBes corretas (sensibilidades) obtidas com modelos
baseados em diferentes subconjuntos de sensores contendo entre 2 e 42 sensores (0
nimero maximo de sensores devera ser sempre inferior ao nimero total de amostras
utilizadas, que neste trabalho foram 44). Para tal usou-se o algoritmo de arrefecimento
simulado (AS), que € um algoritmo meta-heuristico de sele¢cdo de subconjuntos de
variaveis por busca local (corresponde a um o6timo global para um dado critério de
aproximacdo a uma determinada fungédo). Na selecdo de cada subconjunto de variaveis
(sensores/sinais) fixou-se um maximo de 10000 tentativas (valor que permitia chegar a
mesma solugdo com repeticdo do procedimento). O critério de qualidade usado para
avaliar o ajuste entre a variavel dependente (grupos) usando os subconjuntos de sensores
estabelecidos pelos algoritmos foi o critério ccrl2, indice equivalente a maximizacao da
primeira raiz de Roy (valor conceitualmente equivalente & razdo F na andlise de variancia
univariada) (Cadima et al., 2004; 2012). Os modelos obtidos para cada subconjunto de
sensores (2 a 42 sensores) foram testados na sua capacidade de classificacdo das amostras
nos grupos preé-definidos, quer para os dados originais quer para a metodologia de
validacdo cruzada “deixar um de fora” (leave-one-out, LOO). Esta técnica avalia o
desempenho de previsdo de um modelo ao remover uma amostra do universo de n
amostras em estudo e prever a que grupo pertence com base no modelo ADL-AS obtido
com as restantes (n—1) amostras. Ao repetir este processo n vezes, obtém-se os erros de
classificacdo de todas as amostras, sendo o erro global a soma dos erros de cada teste
dividido por n. O melhor modelo de discriminacdo sera o que permite ter modelos com
menor nimero de varidveis, mais simples e mais facil de interpretar, e 0 que permite ter

melhores resultados de previsao.

Esta abordagem estatistica (ADL-AS) acoplada a informacdo electroquimica
obtida com a LE, tem sido usada com sucesso no estudo de vérias matrizes alimentares,
nomeadamente na analise qualitativa de mel (Sousa et al., 2014), sumos de fruta (Dias et
al., 2014a) e, mais recentemente, de azeites comerciais (Dias et al., 2014b, 2016a). Mais
ainda, os modelos LE-ADL-AS estabelecidos apresentam uma maior capacidade de
previsdo na classificacdo de amostras comparativamente a outras estratégias estatisticas
multivariadas usuais como a analise de discriminante linear (ADL) ou a analise de

discriminante por minimos quadrados parciais (MQP-AD) (Dias et al., 2016b). Assim
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sendo, neste estudo optou-se por usar a ADL acoplada ao algoritmo AS como técnica

estatistica multivariada supervionada para a anélise qualitativa dos dados.

A abordagem que mostrou a melhor capacidade de previsdo foi ainda avaliada
usando o procedimento de validacdo cruzada K vezes com repeticdo (K-folds). Esta
estratégia foi utilizada com o objetivo de minimizar o risco demasiado otimista dos
resultados normalmente relatados com o LOO (leave-one-out) (Dias et al., 2016a, 2016b).
Para o segundo procedimento de validacdo cruzada, os dados foram divididos em K
subconjuntos que permitiram a obtenc¢do de K modelos, cada um equipado considerando
K-1 subconjuntos, como o conjunto de treino, deixando de fora um dos subconjuntos para
validacao interna, para calcular o erro de predicdo para o modelo obtido (Venables e
Ripley, 2002). O numero de K-folds foi definido igual a 4, permitindo a formacdo de
subconjuntos de ensaio com 25% dos dados iniciais. Além disso, através da aplicacao de
um procedimento de validacdo cruzada K-folds com repeticdo (com 10 repeticOes), a
incerteza das estimativas poderia ser significativamente reduzida. Para normalizar o peso
de cada variavel no modelo linear de classificacdo final, foram aplicados procedimentos

de dimensionamento de variavel e de centragem.

3.5.5.2.Quantificagdo com RLM

A regressdo linear multipla (RLM) permite obter um modelo de previsdo que
representa a relacdo entre uma varidvel dependente e uma combinacdo linear de varias
variaveis independentes. Esta técnica envolve uma série de pressupostos para a sua
aplicacdo: verificacdo da linearidade dos dados experimentais, independéncia dos erros,
homogeneidade das variancias dos residuos, normalidade de distribuicdo dos erros e a
auséncia de multi-colinearidade entre as varidveis independentes (Maroco, 2003).
Embora o cumprimento dos pressupostos seja desejavel para a garantir a aplicabilidade
do modelo, verifica-se que € possivel ultrapassar algumas destas questdes desde que se
verifique a robustez do modelo RLM ao nivel da previsdo. Tal como na analise
discriminante linear, a multi-colinearidade presente nos sinais dos sensores € um
problema. Esta situagdo também pode ser minimizada recorrendo ao algoritmo AS,
usando como critério de qualidade o coeficiente de determinagdo (R?) (Cadima et al.,
2004; 2012). Os modelos RLM obtidos para cada subconjunto de sensores (2 a 42

sensores) selecionados pelo algoritmo AS foram avaliados ao nivel da previsdo
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quantitativa da variavel dependente quer com dados originais quer para a validacdo
cruzada LOO. O melhor modelo é também aquele que possui 0 menor nimero de sensores
e que permite obter um coeficiente de determinacdo para os dados da validacdo cruzada
LOO mais elevado. Este modelo é testado na sua capacidade de previsdo através da
relagdo linear entre os valores previstos pela validagdo cruzada LOO no estabelecimento
do modelo e os valores experimentais, através dos valores do declive e ordenada na
origem (bem como, os respetivos intervalos de confianga), além do coeficiente de

determinacéo ajustado.

Assim como para a classificagdo, 0 modelo que melhor mostrou a capacidade de
previsdo foi ainda avaliada usando o procedimento de validacdo cruzada K vezes com
repeticdo (K-folds). O nimero de K-folds foi definido igual a 4 com 10 repeticdes. A
possibilidade de utilizar a LE como ferramenta para a quantificacdo de defeitos sensoriais
em azeitonas de mesa foi ainda verificada avaliando se os valores da ordenada na origem
e do declive para procedimentos de validacao cruzada com as técnicas LOO ou K-folds
com repeticdo eram estatisticamente iguais aos valores teoricamente esperados (zero e
um, respectivamente) ao representar os valores previstos, estimados pelos modelos de
regressdo em relacdo ao de dados experimentais (Roig e Thomas, 2003a, 2003b). Os
dados obtidos experimentalmente neste trabalho foram tratados estatisticamente com o

programa de estatistica R (versao 2.15.1) com nivel de significancia de 5%.

No presente estudo optou-se pela utilizacdo do modelo LE-RLM-AS pois foi
evidenciado em trabalhos anteriores (analise de azeites) que com esta abordagem, na
previsdo, era possivel alcancar melhores percentagens de classificacGes corretas
comparativamente a outros modelos estatisticos de classificacdo, como 0s minimos
quadrados parciais (MQP) e a regressdo por componentes principais (RCP) (Rodrigues et
al., 2016).
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4.1. Classificacdo comercial de azeitonas de mesa segundo painel

Cada amostra de azeitona de mesa foi avaliada sensorialmente por 8 membros
pertencentes a um painel de provadores em formagdo de acordo com o regulamento
estabelecido pelo COI (2011). O nivel da intensidade e o tipo dos atributos negativos (isto
é, defeitos organoléticos relacionados a fermentacdo anormal ou outros defeitos
sensoriais) presentes em cada uma das 44 amostras independentes de azeitonas de mesa
e respetivas solucdes de salmoura foram avaliados por cada membro do painel. De acordo
com a andlise sensorial (que leva em conta a simultanea avaliacdo de azeitonas de mesa
e solucGes de salmoura), para 7 amostras de azeitonas de mesa e suas respetivas solugdes
de salmoura o painel de provadores ndo foi capaz de identificar qualquer defeito
organolético, sendo classificado como extra sem defeitos (extra_sd). Para as outras 37
amostras de azeitonas de mesa e / ou solucbes de salmoura, o painel de provadores
identificou pelo menos um dos cinco defeitos organoléticos (isto €, puatrido, butirico,
sapateira, mofo e / ou avinhado-avinagrado). Com base no nivel da mediana da
intensidade do defeito predominante percebido (como descrito na se¢do 3.1) avaliada em
ambas as azeitonas e solucdes de salmoura, as amostras foram classificados de acordo
com a categoria comercial, identificando os defeitos da seguinte forma: 11 amostras
foram classificadas como extra (1,5 < DPP < 3), 13 amostras como 12 escolha (3,5 < DPP
<4,5), 7 amostras como 22 escolha (5 < DPP < 7,0) e as 6 restantes foram classificadas
como azeitonas que ndo podem ser comercializadas como azeitonas de mesa (NC) (7,5
< DPP < 10), conforme demonstrado na Tabela 4 .
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Tabela 4. Detalhes das amostras de azeitonas de mesa (cultivar, processamento
tecnoldgico e marca de acordo com as informagdes do rétulo) e classificagdo de acordo
com a categoria comercial com base na avaliacdo organolética dos provadores (seguindo
o regulamento COI (2011)).

NUmero Cultivar? Processamento Marca DPP® Classificacdo
amostra tecnoldgico® comerciald

1 Galega Fermentagdo Natural A Putrido Extra

2 Galega Fermentagdo Natural B Avinhado- 12escolha
avinagrado

Galega Fermentagdo Natural A Sapateira Extra

4 Galega Fermentagdo Natural E Avinhado- Extra
avinagrado

5 Galega Fermentagdo Natural C Patrido NC

6 Galega Fermentagdo Natural C Avinhado- 12escolha
avinagrado

7 Galega Fermentagdo Natural C Patrido 2% escolha

8 Galega Fermentagdo Natural C Patrido 22 escolha

9 Galega Fermentagdo Natural C Patrido 22 escolha

10 Galega Fermentagdo Natural C Patrido 12 escolha

11 Galega Fermentagdo Natural D Mofo Extra

12 Galega Fermentagdo Natural D Avinhado- 12 escolha
avinagrado

13 Galega Fermentagdo Natural D Avinhado- Extra
avinagrado

14 Galega Fermentagdo Natural D Avinhado- 12 escolha
avinagrado

15 Galega Fermentagdo Natural D Patrido NC

16 Galega Fermentagdo Natural A Butirico 22 escolha

17 Galega Fermentagdo Natural A Butirico 12 escolha

18 Galega Fermentagdo Natural A Sapateira 12 escolha

19 Galega Fermentagdo Natural A Patrido 12 escolha

20 Galega Fermentagdo Natural A Patrido 12 escolha

21 Galega Fermentagdo Natural E Mofo 2% escolha

22 Galega Fermentagdo Natural B Avinhado- 12 escolha
avinagrado

Cultivar das azeitonas de mesa como mencionado no rétulo da embalagem.

bProcessamento tecnoldgico utilizado para produzir as azeitonas de mesa de acordo com o rétuloda embalagem.
CAtributo negativo predominante percebido pelo painel de provadores em cada amostra de azeitona de mesa (DPP).
S.D (sem defeito): N&o foi identificado defeito na amostra segundo o painel de provadores.

dClassificacio das azeitonas de mesa segundo categoria comercial de acordo com as 4 classes recomendadas pelo COI
(2011) (com base na intensidade mediana do defeito predominante percebido , DPP , pelo painel de provadores : extra
,DPP <3 ; 1%escolha, 3 <DPP <4,5;2%escolha, 4,5 <DPP <7; NC : ndo comercializavel como azeitona de mesa ,
DPP > 7) e uma outra proposta neste trabalho (Extra_sd : quando nenhum defeito organolético é identificado pelo
painel de provadores).
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Tabela 4. (continuacao).

NUmero Cultivar? Processamento Marca DPP® Classificacao
amostra tecnol6gico® comerciald

23 Mistura Fermentagdo Natural F Sapateira Extra

24 Galega Fermentagdo Natural G Mofo Extra

25 Mistura Fermentagdo Natural G Sapateira Extra

26 Negrinha de freixo Fermentagdo Natural G Avinhado- Extra
avinagrado

27 Mistura Fermentagdo Natural G SD Extra_sd

28 Manzanilla Estilo Espanhol | SD Extra_sd

29 Hojiblanca Estilo Espanhol H S.D Extra_sd

30 Galega Fermentagdo Natural J Avinhado- 22 escolha
avinagrado

31 Mistura Todos Processos G S.D Extra_sd

32 Gordal Estilo Espanhol M SD Extra_sd

33 Hojiblanca Estilo Californiano H S.D Extra_sd

34 Hojiblanca Estilo Espanhol H S.D Extra_sd

35 Mistura Estilo Espanhol G Avinhado- 12 escolha
avinagrado

36 Manzanilla Fermentagdo Natural L Avinhado- 12 escolha
avinagrado

37 Empeltre Fermentagdo Natural N Mofo 1% escolha

38 Mistura Fermentagdo Natural K Patrido 2% escolha

39 Mistura Fermentagdo Natural K Avinhado- Extra
avinagrado

40 Galega Fermentagdo Natural J Avinhado- Extra
avinagrado

41 Cobrangosa Estilo Espanhol (0] Butirico NC

42 Cobrancosa Fermentagdo Natural P Butirico NC

43 Cobrancosa Fermentagdo Natural Q Mofo NC

44 Negrinha de freixo Fermentagdo Natural R Butirico NC

aCultivar das azeitonas de mesa como mencionado no rétulo da embalagem.

bProcessamento tecnoldgico utilizado para produzir as azeitonas de mesa de acordo com o rétuloda embalagem.
CAtributo negativo predominante percebido pelo painel de provadores em cada amostra de azeitona de mesa (DPP).
S.D (sem defeito): N&o foi identificado defeito na amostra segundo o painel de provadores.
dClassificacdo das azeitonas de mesa segundo categoria comercial de acordo com as 4 classes recomendadas pelo COI
(2011) (com base na intensidade mediana do defeito predominante percebido , DPP , pelo painel de provadores : extra
,DPP <3 ; 12escolha, 3 <DPP <4,5;2%escolha, 4,5 <DPP < 7; NC : ndo comercializdvel como azeitona de mesa ,
DPP > 7) e uma outra proposta neste trabalho (Extra_sd : quando nenhum defeito organolético é identificado pelo

painel de provadores).
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4.2.  Avaliagdo do potencial da LE na discriminacao de sabores basicos

Embora de acordo com o COI (2011) a classificacdo comercial de azeitonas de
mesa ser baseada exclusivamente na percepcdo sensorial de defeitos organoléticos, a
avaliacdo de trés sabores basicos, nomeadamente do acido, amargo e salgado é também
recomendada e em geral, realizada durante as provas sensoriais de azeitonas de mesa.
Deste modo, a capacidade da LE na discriminacdo de sabores bésicos foi avaliada
utilizando os seguintes padrdes: (i) &cido citrico e acido tartarico para mimetizar o sabor
acido; (ii) quinino e cafeina para mimetizar o sabor amargo; e, (iii) cloreto de sddio e
cloreto de potéssio para mimetizar o sabor salgado. Para cada padrdo, utilizaram-se 9
concentracgdes, totalizando 54 amostras (2 x 3 x 9), como descrito na se¢do (3.3), sendo
que os niveis testados incluem os geralmente indicados pelo COI (2011) para o treino de
painel de provadores.

Da analise da Tabela 5 verifica-se que para o acido citrico, a intensidade do sinal
potenciométrico aumenta linearmente com o aumento do logaritmo decimal da
concentracdo (como se pode inferir pelos valores positivos da sensibilidade, que
representam o declive da regressao linear) enquanto que para o acido tartarico, a tendéncia
linear é negativa, isto é, diminuicdo do sinal com o aumento da concentracdo do padréo.
Estes resultados permitem inferir que no primeiro caso a resposta é resultado da
sensibilidade ao catido e no outro ao anido. Para o sabor amargo, verifica-se que para
ambos os padrdes utilizados (cafeina e quinino anidro) o comportamento eletroquimico
dos sensores incluidos na LE é semelhante, aumentando o sinal com o aumento da
concentracdo, apresentando valores de sensibilidade da mesma ordem de grandeza

(embora ligeiramente superiores para 0 quinino).

Verifica-se ainda que a LE apresenta uma maior sensibilidade para o amargo
comparativamente ao acido (maiores valores de sensibilidade, em valor absoluto). Por
outro lado, no caso especifico do quinino, 0 comportamento observado € similar ao
descrito anteriormente na bibliografia (Veloso et al., 2016). Estes autores reportaram
sensibilidades na gama de 14+2 a 25+6 mV/década para a resposta de membranas
lipidicas poliméricas ao aumento da concentragdo de quinino monocloridrato dihidratado.
Relativamente ao sabor salgado, pode constatar-se que a LE apresenta uma resposta
semelhante para ambos os padrdes estudados, sendo que a intensidade do sinal diminui

com o aumento da concentracdo de cada composto, apresentando sensibilidade negativas
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da mesma ordem de grandeza, 0 que permite atribuir a resposta a presenca do anido
cloreto em solucéo. Globalmente pode concluir-se que as membranas lipidicas utilizadas
na LE apresentam sensibilidade individual aos trés sabores basicos usualmente avaliados
pelo painel de provadores de azeitonas de mesa. Convém contudo referir que, o objetivo
da LE é obter uma avaliacdo global da matriz em estudo que permita estabelecer modelos
multivariados qualitativos e/ou quantitativos, por oposicao a eventual resposta individual

de cada sensor.

Tabela 5. Sensibilidade da membrana da LE na anélise de solucGes padrédo de sabores
basicos &cido, amargo e salgado (composto quimico, concentracdo, gama de sinais
potenciométricos, sensibilidade e coeficientes de determinacéo).

Sabor  Solugéo padréo Gama de Gama de sinais Gama de Coeficiente de
basico concentragBes potenciométricos  sensibilidades determinacdo
(g/L) registados com (mV/década) (R?
LE (mV)
Acido Acido citrico 0,125a2 —50a+210 V +9 a +20 0,831 <R?<0,950
(CeHsOr)
Acido tartérico 0,01a0,5 -80a+210 -20a-0.01 0,830 <R?<0,971
(C4HeOs)
Amargo Cafeina 0,15a3 —75a+197 +20a+31 0,830 <R?<0,831
(CeH10N402)
Quinino 0,01a0,1 —67 a+191 +19 a +48 0,830 <R?< 0,980
(C20H24N202)
Salgado Cloreto de 2a25 —200 a +150 -51a-14 0,840< R?< 0,980
potéssio (KCI)
Cloreto de sodio 0,5a15 —220 a +150 -39a-11 0,814 <R%?<0,970
(NaCl)

Estudos anteriores (Dias et al., 2009; Kobayashi et a.l, 2010; Veloso et a.l, 2016)
tém demonstrado a capacidade de sistemas de LE em discriminar com sucesso atributos
sensoriais basicos, como por exemplo os 5 atributos gustativos (acido, amargo, salgado,
doce e umami). Contudo, conveém referir que nesses estudos as solucbes padrdo eram
preparadas com agua deionizada ou destilada, contrariamente ao procedimento adotado
neste trabalho, onde se utilizou 4gua mineral comercial com o intuito de mimetizar as

condigdes reais a que estdo sujeitos os provadores. Assim sendo, neste trabalho, o
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potencial da LE para discriminar qualitativamente os trés atributos gustativos
organoléticos (&cido, amargo e salgado) usualmente aferidos nas provas sensoriais de
azeitonas de mesa, foi avaliado recorrendo analise discriminante linear (ADL), que € uma
técnica estatistica multivariada supervisionada, acoplado a um algoritmo de selecdo de
variaveis meta-heuristico, nomeadamente o algoritmo de arrefecimento simulado (AS).
Estudos recentes (Dias et al., 2014b, 2016b) demonstraram a versatilidade desta
abordagem estatistica multivariada (LE-ADL-AS) e o0 seu superior desempenho de
previsdo comparativamente a outras estratégias estatisticas multivariadas comuns tais
como analise de discriminante linear (ADL) ou a analise de discriminante por minimos
quadrados parciais (MQP-AD).

O modelo LE-ADL-AS visa identificar o menor subconjunto de sensores da LE
(entre os 20 sensores e as suas respetiva réplicas), que contenha informacdo capaz de
permitir discriminar as amostras de acordo com as propriedades qualitativas em estudo,
evitando a inclusdo de sensores com informacdo redundante e diminuindo possiveis

perturbacdes devido a efeitos de ruido nos modelos de previsao.

Os resultados obtidos demonstram a potencialidade dos modelos de LE-ADL-AS
para classificar as 6 solucdes padrdo (cada com 9 niveis de concentracdo) de acordo com
o0 atributo sensorial que mimetizam. Com efeito foi possivel estabelecer, um modelo
discriminante linear com 2 funcdes significativas (P <0,0001; explicando 92,4% e 7,5%
da variabilidade dos dados originais) com base nos perfis de sinais potenciométricos de 5
sensores (S1:9, S1:14, S2:4, S2:14, e S2:16) cujas membranas poliméricas continham
como aditivos o alcool oleilico e o 4cido oleico. O modelo LE-ADL-AS permitiu
classificar corretamente 100% dos dados originais (Figura 3) e prever com sucesso 0
atributo sensorial de 98% das solucbes padrdo com base na validagdo cruzada usando a
técnica “deixar um de fora” (LOO, leave-one-out) tendo verificado que apenas uma
solucdo foi mal classificada (isto €, uma solucdo &cida foi classificada como amarga). O
modelo LE-ADL-AS selecionado inclui um sensor e a sua respetiva réplica (S1:14 e
S2:14) cujos perfis de sinais embora semelhantes, ndo sdo colineares, possuindo
informacdo relevante e ndo redundante. Este facto pode ser atribuido a pequenas variages
na composi¢do da membrana bem como das suas propriedades fisicas (transparéncia e
porosidade) que podem ocorrer devido ao uso da técnica de gota-a-gota, que pode
conduzir a formacdo de membranas ndo homogéneas (Dias et al., 2014a). Convém ainda

salientar que, como descrito na literatura (Correia et a.l, 2005), a inclusdo de sensores
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repetidos em modelos multivariados pode melhorar o desempenho de previsdo do mesmo.
Para testar a robustez do modelo de classificacdo LE-ADL-AS na previséo do tipo de
sabor béasico (4cido, amargo e salgado), a que cada solucdo padrdo pertenceria, foi
aplicado um procedimento de validacdo cruzada K-folds (K-grupos) com repeticdo (4
folds x 10 repeti¢Ges). No total, os dados foram divididos aleatoriamente 40 vezes, em
dois subconjuntos, um para fins de treino (contendo 75% dos dados) e o outro para
validacao interna (contendo 25% dos dados, que ndo sdo usados para estabelecer o
modelo de classificacdo). Para os sabores basicos, os melhores resultados qualitativos de
previsdao foram obtidos com um modelo de LE-ADL-AS baseado nos mesmos 5 sensores
selecionados para o procedimento de validagdo cruzada LOO (leave-one-out). Com este
modelo 98% + 3% (entre 91% e 100% para o conjunto de 40 tentativas de classificacéo)
das solucGes padrdo foram corretamente classificadas de acordo com o sabor basico que

mimetizavam.
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Primeira fungéo discriminante (92,4%)

[0 Acido citrico e acido tartarice (0,01 a2 gl)
O Cateina e quinino anidro (0,01 a3 gl)

£\ Clorato de sddio e cloreto de potassio (0.5 a 25 giL)

Figura 3. Discriminacdo de solucfes padrdo que mimetizam sabores bésicos (&cido, amargo e salgado)
avaliados em provas sensoriais de azeitonas de mesa, recorrendo a um modelo LE-ADL-AS com base na
informacdo gerada por 5 sensores da LE (S:9, S1:14, S2:4, S2:14, e S2:16): &cido citrico e tartarico (0,01 a
2 g/L; sabor acido); cafeina e quinino (0,01 a 3 g/L; sabor amargo); cloreto de sddio e de potéssio (0,5 a 25

g/L; salgado).
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Por fim, convém salientar que os resultados satisfatorios de previsdo obtidos com
0s modelos LE-ADL-AS estabelecido a partir da informacéo eletroquimica contida nos
perfis de sinais potenciométricos de 5 sensores da LE, permitem constatar a
potencialidade da LE como um sensor de sabores (isto €., um taste sensor device) capaz
de discriminar solucBes padrdo que mimetizam os 3 sabores basicos, usualmente

avaliados em provas de azeitonas de mesa.

4.3. Avaliacdo do potencial da LE na discriminagido de atributos sensoriais

negativos

A capacidade da LE potenciométrica em discriminar os defeitos organoléticos
habitualmente detetados em azeitonas de mesa e/ou nas respetivas salmouras foi avaliada
usando solugbes padrdo de compostos quimicos de referéncia recomendados pelo COI
(2011), ou usando amostras reais (de azeitonas de mesa e de salmoura) identificadas pelo
painel de provadores como possuindo um sO defeito sensorial muito intenso (ou seja,
amostras para as quais a mediana das intensidades do defeito foi igual ou superior a 8, de
acordo com a andlise sensorial). Neste contexto foram avaliados os defeitos organoléticos
relacionados com a fermentagdo anormal (butirico, putrido e sapateira) ou outros defeitos
sensoriais comumente encontrados, como por exemplo o avinhado-avinagrado e o mofo
(COl, 2011).

4.3.1. Solucbes padrdo que mimetizam caracteristicas organoléticas negativas em

azeitonas de mesa, devido a fermentagdo anormal

O desempenho da LE na discriminacdo de defeitos sesoriais foi avaliado usando
solucdes padrdo de compostos quimicos que de acordo com o COI (2011) mimetizam os
atributos negativos associados a fermentacdo anormal (butirico, patrido e sapateira). Para
tal utilizaram-se solugdes padrdo de 3 compostos quimicos (5 solucbes de diferentes
concentracdes para cada padréo, incluindo a gama de concentragdes recomendada pelo
COI (2011) no treino de painel de provadores), preparadas com dgua mineral comercial
(para simular as condic¢des usadas durante o treino de um painel de provadores). Cada
solucéo (3 x 5) foi analisada eletroquimicamente com a LE, e os resultados obtidos

encontram-se sumariados na Tabela 6.
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Os resultados apresentados na Tabela 6 permitem identificar duas tendéncias para
avariacdo da intensidade do sinal potenciomético com a concentracéo do &cido n-butirico,
que mimetiza o defeito butirico, com base na gama de sensibilidades obtidas (declives da
reta de regressdo entre a intensidade do sinal versus o logaritmo decimal da
concentracéo), independentemente do tipo de plastificante e/ou aditivo constituinte de
cada sensor. Cerca de metade dos sensores apresentaram um decréscimo da intensidade
de sinal com o0 aumento da concentracdo de padrdo e, para a outra metade de sensores da
LE a intensidade do sinal aumentou para concentracfes crescentes. Ja para o atributo
negativo putrido, o sinal registado por cada sensor ou réplica, diminui para crescentes da
solucéo padréo de 2-mercaptoetanol. Contrariamente, para 0 composto que mimetiza o
defeito sapateira (a4cido ciclohexanocarboxilico), todos os sensores da LE apresentaram
uma tendéncia linear crescente da intensidade do sinal potenciométrico com incremento

da concentragéo da solugéo padrao.

As membranas lipido-plastificante-PVC sdo diferentes na sua composicao pelo
tipo de plastificante (aumenta a absor¢do de solutos por diminuicdo da regidez da
membrana) e compostos aditivo (substancias lipidicas) que conferem propriedades
diferentes em funcéo do pH e interages hidrofdbicas e hidrofilicas. As moléculas do
polimero de PVC tém polaridades internas positiva e negativa, enquanto que moléculas
de plastificante e aditivo tém partes polares e ndo-polares. Além disso, uma vez que a
membrana se comporta como um polimero, a sua permeabilidade depende do tamanho

molecular dos solutos.

Os resultados descritos demonstram, pela primeira vez, que membranas lipidicas
de sensibilidade cruzada aplicadas numa LE, apresenta uma resposta linear com a
concentracdo de solucBes padrdo que mimetizam atributos organoléticos negativos

presentes geralmente em azeitonas de mesa (butirico, putrido e sapateira).
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Tabela 6. Sensibilidade das membranas/sensores da LE na analise de solugdes padrdo de
defeitos associados a fermentacdo anormal (composto quimico, gama de concentracées,

gama de sinais potenciométricos, sensibilidade e coeficientes de determinacéo).

Atributo Solugéo padréo Gama de Gama de sinais Gama de Coeficiente de
Negativo concentragBes potenciométricos  sensibilidades determinacao
(g/L) registados com (mV/déc) (R?
LE (mV)
Butirico Acido n-butirico 0,25a2 -110 a +220 —287a-67 0,923 <R%<0,999
(C4HsO5) e e
+14 a +197 0,901< R?< 0,998
Pltrido 2-mercaptoetanol 0,05a2 —250 a +220 -156 a —-10 0,810< R%*< 0,999
(C2H60S)
Sapateira Acido 0,075a2 —70 e +200 +4a+78 0,908 < R%< 0,995
ciclohexanocarboxilico
(CeH11CO2H)

A possibilidade de discriminar qualitativamente os atributos negativos
organoléticos associados a fermentacdo anormal, recorrendo aos perfis de sinais
potenciométricos registados com a LE, foi também avaliado. Para tal, selecionou-se o
modelo de LE-ADL-AS com o menor subconjunto de sensores capaz de permitir a
maxima classificacdo correta para o0 método de validagdo cruzada LOO (leave-one-out).
Foi possivel estabelecer um modelo LE-ADL-AS a com 2 func@es significativas (P
<0,0001; explicando 98,4% e 1,6% da variabilidade dos dados originais) com base nos
perfis de sinais potenciométricos de 5 sensores (S1:10, S1:12, S2:8, S2:10 e S2:20), os
quais incluem um sensor (S1:10) e a respetiva réplica (S2:10), que permitiu discriminar
satisfatoriamente as solugfes padréo de acordo com o defeito sensorial associado. Tal
como para o modelo LE-ADL-AS obtido para as solu¢bes padrdo associadas aos sabores
basicos, 0s sensores selecionados pelo algoritmo AS para classificar os defeitos
organoléticos também incluiram o alcool oleilico e &cido oleico como aditivos. O modelo
LE-ADL-AS permitiu a classificacdo correta de 100% dos dados originais (Figura 4) e
93% das solucdes-padrao para a validacao cruzada LOO (leave-one-out). No ultimo caso,
apenas uma solucdo padréao referente ao defeito sapateira foi erroneamente classificada
como defeito putrido.

A robustez do procedimento LE-ADL-AS foi ainda testada recorrendo a validagao

cruzada K-folds com repeti¢do (como descrito na sec¢ao 4.2). Para a discriminacdo dos 3
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atributos negativos (butirico, patrido e sapateira) com base nas solugdes padrdo que 0s
mimetizam (&cido n-butirico, 2-mercaptoetanol e &cido ciclohexanocarboxilico), os
melhores resultados de previsdo foram obtidos utilizando um modelo de LE-ADL-AS
com base nos mesmos 5 sensores que permitiram atingir uma classificacdo correta média
de 97% £ 8% (entre 75% e 100% de classificagdes corretas obtidas para as 40 tentativas
de classificacdo decorrentes da implementacdo da validagdo cruzada K-folds com

repeticéo: 4 folds x 10 repeticGes).
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Primeira funcao discriminante (98,4%)

O Acido n-butirico (0,25 a 2 giL)
O 2-mercaptoetancl (0,05 a2 g/iL)
4\ Acido ciclohexanccarboxilico (0.075 a2 giL)

Figura 4. Discriminacdo de solucfes padrdo que mimetizam atributos negativos associados a fermentacéo
anormal de azeitonas de mesa (butirico, putrido e sapateira) recorrendo a um modelo LE-ADL-AS com
base na informacédo gerada por 5 sensores da LE (S1:10, S1:12, S2:8, S2:10 e S2:20): 4cido n-butirico
(025 a 2 g/L; defeito butirico); 2-mercaptoetanol (0,05 a 2 g/L; defeito p0trido); &cido
ciclohexanocarboxilico (0,075 a 2 g/L; defeito sapateira).

Em conclusdo, convém destacar que os resultados satisfatorios de previséo obtidos
com o modelo LE-ADL-AS estabelecido a partir dos perfis de sinais potenciométricos de
5 sensores da LE, demonstram, pela primeira vez, a capacidade da LE como um sensor
de defeitos capaz de discriminar solugdes padrédo que mimetizam os 3 atributos negativos

atribuidos a fermentacdo anormal de azeitonas, usualmente detetados na avaliacdo
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sensorial de azeitonas de mesa por painel de provadores, na gama de intensidades
sensoriais avaliadas (Tabela 3) no treino do referido painel (COI, 2011): butirico
(intensidade entre 3,5 e 7), putrido (intensidade entre 2,5 e 8) e sapateira (intensidade
entre 4e9).

4.3.2. Potencial da LE na discriminacé@o de amostras de referéncia de azeitonas de
mesa e salmoura possuindo um Uanico defeito organolético intenso,

identificado na analise sensorial

A capacidade da LE em discriminar defeitos organoléticos especificos muito
intensos (mediana das intensidades do defeito predominante percebido, DPP > 8; numa
escala de 1 a 11) em amostras reais foi avaliada através da analise de amostras
identificadas como amostras de referéncia de azeitonas de mesa e de salmoura, pelo painel
de provadores. A analise sensorial permitiu identificar amostras reais de azeitona de mesa
com 3 defeitos organoléticos especificos muito intensos (butirico, avinhado-avinagrado e
sapateira) e amostras reais de salmoura com 5 defeitos individuais muito intensos
(butirico, mofo, putrido, avinhado-avinagrado e sapateira). A partir de cada amostra de
azeitona de mesa ou de salmoura, foram obtidas 5 sub-amostras com diferentes
intensidades de defeitos por diluicdo da amostra inicial com agua mineral (tal como
descrito na secdo 3.4.2), resultando num total de 15 e 25 sub-amostras independentes
(pasta de azeitonas e salmouras, respetivamente), as quais foram analisados
eletroquimicamente. Os sinais potenciométricos variaram entre —0,27 V e +0,28 V, para

0s ensaios eletroquimicos de pastas de azeitona de mesa e de salmouras.

Os resultados obtidos durante a analise potenciométrica das amostras de azeitona
de mesa (pasta de azeitona) com defeitos organoléticos muito intensos permitiram
estabelecer um modelo LE-ADL-AS com 2 funces significativas (que explicam 99,97%
e 0,03% da variabilidade dos dados originais) com base nos perfis de sinais
eletroquimicos de 7 sensores da LE (S1:9, S1:15, S2:6, S2:14, S2:15, S2:17 e S2:20). Os
resultados mostraram que o modelo € capaz de classificar corretamente 100% das pastas
obtidas a partir das azeitonas de mesa de acordo com os 3 defeitos principais identificados
(butirico, avinhado-avinagrado ou sapateira), para os dados originais (Figura 5A) e para
a validacdo cruzada LOO (leave-one-out). A capacidade da LE em classificar

corretamente as amostras de referéncia de salmoura de acordo com cada um dos 5 defeitos
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identificados pelo painel de provadores (putrido, butirico, sapateira, avinhado-avinagrado
e mofo) foi igualmente avaliada, tendo-se obtido um modelo LE-ADL-AS (para o qual
as duas primeiras func@es discriminantes explicam 99,7% e 0,2% da variabilidade dos
dados originais) com base nos perfis de sinais de 10 sensores da LE (S1:1, S1:2, S1:16,
S1:17, S2:4, S2:7, S2:15, S2:16 e S2:20). O modelo permitiu a classificagdo correta de
100% das amostras de salmoura de acordo com o defeito sensorial tanto para os dados

originais (Figura 5B) como para validacao cruzada LOO (leave-one-out).

(A) AZEITONAS (pasta) (B) SALMOURAS

Segunda fungao discriminante (0,03%)
<
Segunda funcao discriminante (0,2%)

-20 0 20 40 60 25 o 25
Primeira funcao discriminante (99,97%) Primeira funcao discriminante (99,7%)
O Defeito butirico O Defeito avinhado-avinagrado
& Defeito putrido 7 Defeito mofo

A Defeito sapateira

Figura 5. Discriminacdo de azeitonas de mesa (pasta de azeitona) e salmouras com um defeito sensorial
unico intenso (DPP > 8) de acordo com a avaliagdo do painel de provadores, por recurso a analise estatitica
multivariada. (A) Pastas de azeitonas de mesa - modelo LE-ADL-AS com base na informacéo gerada por
7 sensores da LE (S1:9, S1:15, S2:6, S2:14, S2:15, S2:17 e S2:20): defeitos butirico, avinhado-avinagrado
e sapateira. (B) Salmouras - modelo LE-ADL-AS com base na informacéo gerada por 10 sensores da LE
(S1:1, S1:2, S1:16, S1:17, S2:4, S2:7, S2:15, S2:16 e S2:20): butirico, mofo, patrido, avinhado-avinagrado
e sapateira.

Por fim, para verificar o potencial de previsdo dos modelos LE-ADL-AS baseados
nos sinais da LE para classificar as amostras referéncia de azeitona de mesa ou de
salmoura de acordo com o tipo de atributo negativo sensorial presente, recorreu-se a
validacao cruzada K-folds com repeticdo. Mais uma vez fixou-se 0 o0 nimero de K-folds
igual a 4, para garantir que no minimo 25% das amostras com o0 mesmo defeito eram
usadas para fins de validagcdo interna. O procedimento foi repetido 10 vezes para

minimizar o risco de sobreajuste (overfitting) Os resultados mostraram que para as
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amostras referéncia de azeitonas de mesa ou de salmoura, os modelos LE-ADL-AS com
melhores desempenhos de previsdo foram baseados em 7 ou 10 sensores da LE (os
mesmos que 0s mencionados anteriormente para os dados originais e validacdo cruzada
LOO), permitindo obter sensibilidades (ou seja, percentagem de classificacdes corretas)
meédias, respetivamente, de 93% + 12% (sensibilidades entre 67% e 100% para as 40
repeticdes) e 98% + 5% (sensibilidades entre 83% e 100%). Os resultados de previsao
ligeiramente melhores obtidos para a classificacdo das amostras de salmoura podem ser
atribuidos a maior dificuldade em realizar a analise eletroquimica nas amostras de pasta

de azeitonas.

4.4. Desempenho da LE na classificacdo de amostras de azeitonas de mesa de
acordo com a sua categoria comercial, baseada na presenca e intensidade de
defeitos sensoriais

A fim de avaliar a capacidade da LE para classificacdo azeitonas de mesa de
acordo com a sua categoria comercial (extra, 12 escolha, 22 escolha e azeitonas que néo
podem ser comercializadas como azeitonas de mesa, seguindo as diretivas do COI (2011)
baseadas na avaliacdo sensorial de defeitos presentes nas amostras) utilizaram-se 44
amostras comerciais de azeitonas de mesa adquiridas em supermercados da regido de
Braganga - Portugal e Zamora - Espanha, tendo sido avaliadas as azeitonas (pasta de
azeitona) e as respetivas salmouras (uma vez que nem todos os defeitos estédo presentes
em ambas as matrizes e com igual intensidade), totalizando 88 amostras (44 pastas de
azeitonas e 44 salmouras). As caracteristicas gerais das amostras de azeitonas de mesa
estudadas, com base na informagédo constante na embalagem, o defeito predominante
detetado pelo painel de provadores durante a avaliacdo organolética das azeitonas e
respetivas salmouras bem como a classificacdo comercial das amostras atendendo a
analise sensorial encontram-se descritos na Tabela 4. Convém referir que no ambito deste
estudo, para além das 4 categorias comerciais de azeitonas de mesa (extra, 12 escolha, 22
escolha e ndo comercializaveis como azeitonas de mesa (NC)) regulamentadas pelo COI
(2011) foi acrescentada uma nova categoria referente a qualidade sensorial, que diz
respeito a amostras de azeitona de mesa para as quais o painel de provadores ndo detetou

qualquer defeito sensorial quer na azeitona quer na salmoura (extra sem defeito).
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Os perfis de sinais potenciométricos registados durante a analise eletroquimica
das 44 amostras de azeitona (pasta de azeitona) e das 44 salmouras com a LE (cujo
procedimento experimental se encontra descrito na secdo 3.4.3.) foram usados para
estabelecer modelos LE-ADL-AS de classificacdo das 44 amostras de azeitonas de mesa
de acordo com as 5 categorias comerciais (4 estabelecidas pelo COIl (2011) e uma
proposta neste estudo). Durante a andlise das pastas de azeitonas e das respetivas
salmouras a LE registou sinais que variaram entre —0,24 V e +0,15 V. Para a obten¢éo do
modelo LE-ADL-AS de classificacdo sensorial das amostras reais foram selecionados 0s
sinais mais informativos de entre os registados pelos 40 sensores da LE durante a analise
das pastas e das salmouras (totalizando 80 sinais independentes para cada amostra, isto &,
sinais de 40 sensores relativos a analise de cada pasta de azeitona e sinais dos mesmos 40
sensores relativos a analise de cada salmoura; cddigo A S1:1 a A S2:20e S S1:1 a
S_S2:20, respetivamente). Deste modo foi possivel estabelecer um modelo LE-ADL-AS
com 4 funcgdes discriminantes significativas (sendo que as 2 primeiras funcdes
explicavam 99,7% e 0,2% da variabilidade dos dados originais) com base nos perfis de
sinais eletroquimicos de 16 sensores para a analise das pastas de azeitonas (A_S1:4,
A _S1:10, A_S1:11, A S1:13, A S1:16, A_S1: 18, A S2:2, A _S2:3, A_S2:8, A_S2:9,
A S2:12, A S2:13, A S2 :14, A S2:16, A S2:17 e A_S2:19; onde a letra A indica
medicdes realizadas nas solucbes de pasta de azeitona) e 9 sensores para a analise das
respetivas salmouras (S_S1:2, S S1:4, S S1:6, S _S1:20, S_S2:7, S_S2:11, S_S2:13,
S S2:15eS_S2:20; onde a primeira letra S indica medi¢es realizadas nas salmouras). O
recurso a uma maior informacao potenciométrica obtida durante a analise da pasta de
azeitona comparativamente com a recolhida durante a andlise das salmouras era
expectavel, uma vez que na andlise sensorial efetuada pelo painel de provadores, em
geral, a percepcdo de defeitos organoléticos e da sua intensidade é mais facil na prova da
azeitona do que da salmoura. O modelo LE-ADL-AS permitiu classificar corretamente
100% dos dados originais (Figura 6) e 97,7 % das amostras de azeitonas de mesa para 0
procedimento de validacéo cruzada LOO (leave-one-out), sendo apenas uma amostra das
44 amostras mal classificada (1 amostra classificada pelo painel como NC foi classificada
pelo modelo LE-ADL-AS como extra_sd).

A robustez do potencial de previsdo dos modelos LE-ADL-AS para classificar as
amostras comerciais de azeitonas de mesa de acordo com a sua categoria comercial
baseada na percepcdo e intensidade de defeitos sensoriais foi ainda testada recorrendo a

validacdo cruzada K-folds com repeticdo. Assim sendo, e como descrito nas segdes
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anteriores (4.2 e 4.3) o nimero de K-folds fixado em 4, e o procedimento foi repetido 10
vezes para minimizar o risco de sobreajuste (overfiting), avaliando-se o desempenho de
previsdo do modelo LE-ADL-AS selecionado para ap0s dividir a base de dados 40 vezes
(4 folds x 10 repeticdes), reservando em cada tentativa pelo menos 25% dos dados de
cada categoria comercial para validacdo interna. Os resultados mostraram que o melhor
modelo LE-ADL-AS de previsdo era baseado no mesmo conjunto de sinais da LE
registados durante a analise simultanea das pastas de azeitona (16 sensores) e respetivas
salmouras (9 sensores), permitindo obter uma sensibilidade média de 86% * 9%
(sensibilidades entre 73% e 100% para as 40 tentativas realizadas). O resultado global
alcancado demonstra claramente o potencial de previsdo da LE para a classificagéo
comercial de azeitonas de mesa de acordo com a sua categoria comercial, baseada na
presenca e intensidade do defeito sensorial predominante. De facto, uma sensibilidade
média de 86% para validacdo é satisfatorio e encorajador atendendo a heterogeneidade
das amostras de azeitonas de mesa utilizadas no presente trabalho, as quais eram oriundas
de diferentes marcas e cultivares, sendo produzidas de acordo com diferentes processos
tecnoldgicos (18 marcas, 7 cultivares e 3 estilos de processamento tecnoldgico). Mais
ainda, amostras de azeitona de mesa pertencentes a mesma categoria comercial podem
apresentar diferentes defeitos predominantes, como se pode constatar pela analise da
Tabela 4 (amostras classificadas como extra possuem defeitos avinhado-avinagrado,
mofo, putrido e sapateira como DPP; amostras classificadas como 12 escolha possuem
defeitos avinhado-avinagrado, butirico, putrido e sapateira como DPP; amostras
classificadas como 22 escolha possuem defeitos avinhado-avinagrado, butirico, putrido e
mofo como DPP; e, amostras classificadas como ndo comercializaveis possuem defeitos
butirico, putrido e mofo como DPP), aumentando a complexidade da tarefa de
classificacdo sensorial das amostras com a LE, uma vez que esta responde de modo
diferente consoante o defeito presente na azeitona e/ou salmoura (como discutido na

secdo 4.3.2.).

Como ja referido anteriormente, pela primeira vez foi utilizada uma LE para
avaliagdo qualitiativa de azeitonas de mesa de acordo com a sua qualidade sensorial
(atendendo a presenca e intensidade de atributos organoléticos negativos percebidos por
um painel de provadores), que embora ainda ndo seja uma exigéncia legal, vai de encontro

as segue as categorias comerciais de azeiotnas de mesa estabelecidas pelo COI (2011).
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Figura 6. Discriminacdo de azeitonas de mesa de acordo com a sua categoria comercial recorrendo a um
modelo LE-ADL-AS baseado na informacdo de 25 sinais registados pela LE durante a anélise das pastas
de azeitona e respetivas salmouras: pasta de azeitonas — sinais de 16 sensores (A_S1:4, A_S1:10, A_S1:11,
A S1:13, A S1:16, A S1:18, A S2:2, A S2:3,A S2:8, A S2:9, A S2:12, A S2:13, A _S2:14, A S2:16,
A S2:17 e A S2:19) e salmoura — sinais de 9 sensores (S_S1:2, S S1:4, S S1:6, S S1:20, S_S2.7,
S S2:11, S S2:13, S_S2:15 e S_S2:20). A classificacdo das azeitonas de mesa de acordo com a sua
qualidade sensorial, (baseada na presenga e intensidade de atributos organoléticos negativos avaliados por
um painel de provadores) seguiu, a classificagdo comercial proposta pelo COl (2011) (azeitonas extra, 12
escolha, 22 escolha e azeitonas que podem ser comercializadas como azeitonas de mesa(NC)) a qual foi

acrescentada uma categoria adicional proposta neste trabalho (azeitonas extra sem defeito).

Com efeito, na literatura apenas foi possivel encontrar estudos baseados na
aplicacdo de sensores, nomeadamente na utilizacdo de dispositivos eletronicos
desenvolvidos para caracterizacao eletroquimica qualitativa e/ou quantitativa de azeites.
Estes estudos tém demonstrado o potencial da aplicacdo Unica ou simultanea linguas,
nariz e/ou olhos eletronicos (LE, NE ou OE) na caracterizacdo sensorial de azeites
(Apetrei et al., 2004, 2007, 2010, 2016a; Rodriguez-Méndez et al., 2010; Veloso et a.l,
2016), na discriminagéo de azeites virgem extra, virgem e lampantes (Apetrei e Apetrei,
2013; Apetrei et al., 2005; Escuderos et al, 2010, 2011; Garcia-Gonzélez e Aparicio,
2004; Oliveri et al., 2009), na identificagdo da origem geografica dos azeites (Apetrei et
al., 2010; Cosio et al., 2006; Haddi et al., 2011, 2013; Oliveri et al., 2009) ou na

classificacdo de azeites virgem extra monovarietais de acordo com a cultivar da azeitona
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(Cimato et al., 2006; Dias et al., 2014b, 2016a). Além disso, tem sido reportada a
capacidade destes dispositivos eletroquimicos para determinar as concentracfes de
polifendis em azeites (Apetrei e Apetrei, 2013; Rodriguez-Méndez et al., 2008), bem
como a capacidade de NE e ou LE para avaliar indiretamente a oxidagéo de azeites virgem
extra de acordo com o tempo de e condic¢des de armazenamento (Cosio et al., 2007). Mais
recentemente, Rodrigues et al. (2016) propuseram o uso de uma LE para monitorizar a
evolucdo de parametros fisico-quimicos (indice de perdxidos, coeficientes de extingao e

estabilidade oxidativa) de azeites virgem extra durante 0 seu armazenamento.
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5.1. Avaliagdo das intensidades dos atributos presentes em amostras de azeitonas
de mesa e salmoura, detetados pelo painel de provadores

Cada amostra de azeitona de mesa e suas respetivas salmouras foi avaliada
sensorialmente por 8 membros que integram um painel de provadores que se encontra em
formacéo de acordo com o regulamento estabelecido pelo COI (2011). As intensidades
dos atributos negativos presentes em cada uma das 44 amostras independentes de
azeitonas de mesa foram avaliadas por cada membro do painel tendo em conta a analise

organolética das azeitonas e respetivas salmouras (Tabela 7).

Tabela 7. Mediana dos valores das intensidades de cada defeito identificado pelo painel
de provadores (8 painelistas pertencentes a um painel sensorial em formagao) durante a
avaliagédo sensorial das amostras de azeitonas de mesa e respetivas salmouras de acordo
com o COI (2011). Entre paréntesis indica-se a gama de intensidades registadas pelo

painel (intensidade minima e maxima do defeito perceptivel).

Amostra Defeito sensorial e respetivas intensidades
Fermentacdo anormal?® Outros Defeitos?
Butirico Putrido Sapateira Avinhado- Mofo
avinagrado

1 N.D 3(2,5-3,5) N.D 2,5(1,5-4,5) N.D
2 N.D N.D N.D 4 (2,5-4,5) N.D
3 N.D N.D 3(1,5-3,5) N.D N.D
4 N.D N.D N.D 2,5(1,5-3) N.D
5 N.D 7,5 (6-8) N.D N.D N.D
6 N.D 3,5 (3-5,5) N.D 45 (3-7,5) N.D
7 N.D 6,5 (4-8) N.D 4 (2,5-4,5) N.D
8 N.D 6 (5,5-7) N.D 3(1,5-4) N.D
9 N.D 6,5 (5-7,5) N.D 3,5 (3-4) N.D
10 N.D 4 (3,5-5) N.D 3,5 (1,5-4,5) N.D
11 N.D N.D 2,5 (1-3,5) N.D 3(1,5-4,5)
12 N.D N.D 3,5 (3-4) 4,5 (3-5) N.D
13 N.D N.D 2,5(1,5-3) 3(3-4) N.D
14 N.D N.D N.D 4 (2,5-4,5) N.D
15 5,5 (4,5-7) 7,5 (6,5-8) N.D 2,5(1,5-3) N.D
16 6 (4,5-7) N.D N.D 1(1-3) 4,5 (3,5-5,5)
17 4,5 (3-5,5) N.D N.D 3(2,5-4) N.D
18 N.D N.D 4,5 (2,5-6) 3(2,5-3,5) N.D
19 N.D 4 (3-5) N.D 3,5 (3-4,5) N.D
20 N.D 4 (3-4) N.D 3,5 (2,5-4,5) N.D
21 N.D 3,5 (3-4) N.D N.D 5 (4,5-6)
22 N.D N.D N.D 4,5 (3-5) N.D

aDefeitos associados & categoria de fermentagdo anormal (butirico, putrido e sapateira) (COI,2011).
bDefeitos associados a categoria de outros defeitos (avinhado-avinagrado e mofo) (COI, 2011).

ND: Defeito ndo detetado pelo painel de provadores (i.e., intensidade igual a 1 para efeitos de tratamento
de dados numa escala de intensidades de 1 a 11).
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Tabela 7. (continuagéo).

Amostra Defeito sensorial e respetivas intensidades
Fermentacéo anormal?® Outros Defeitos?
Butirico Putrido Sapateira Avinhado- Mofo
avinagrado

23 N.D N.D 3(2-5) N.D N.D
24 N.D N.D N.D 2,5(1,5-3,5) 3(2,5-5)
25 N.D N.D 3(1,5-4) N.D N.D
26 N.D N.D N.D 2,5(1,5-3) N.D
27 N.D N.D N.D N.D N.D
28 N.D N.D N.D N.D N.D
29 N.D N.D N.D N.D N.D
30 N.D 4 (3,5-4,5) N.D 6 (5-6,5) N.D
31 N.D N.D N.D N.D N.D
32 N.D N.D N.D N.D N.D
33 N.D N.D N.D N.D N.D
34 N.D N.D N.D N.D N.D
35 N.D 2,5(1,5-3,5) N.D 4,5 (3-5) N.D
36 N.D N.D 2,5(1,5-3,5) 4,5 (3,5-6) 2,5(1,5-3,5)
37 N.D N.D N.D N.D 4 (3-4)
38 N.D 6 (3,5-7) N.D 2,5(1,5-4,5) N.D
39 N.D N.D N.D 2,5(1,5-6) N.D
40 N.D N.D N.D 3(1,5-3,5) N.D
41 7 (6-8,5) N.D N.D N.D 5 (4-5,5)
42 8 (7-8,5) N.D N.D N.D 5 (4-7)
43 N.D N.D N.D N.D 10 (8-10,5)
44 8 (7-8,5) N.D N.D N.D 7 (6,5-8)

aDefeitos associados a categoria de fermentacdo anormal (butirico, patrido e sapateira) (COI1,2011).
bDefeitos associados a categoria de outros defeitos (avinhado-avinagrado e mofo) (COI, 2011).

ND: Defeito ndo detetado pelo painel de provadores (i.e., intensidade igual a 1 para efeitos de tratamento
de dados numa escala de intensidades de 1 a 11).

A Tabela 7 apresenta as medianas das intensidades atribuidas para cada defeito
organolético detetado em cada uma das amostras analisadas bem como a gama de

intensidades (menor valor atribuido e maior valor atribuido pelo painel).

De acordo com a analise sensorial (que leva em conta a avaliacdo simultanea das
azeitonas e das salmouras), apenas em 7 amostras de azeitonas de mesa e suas respetivas
salmouras € que o painel de provadores ndo foi capaz de identificar qualquer defeito
organolético (Tabela 4). Para todas as outras 37 amostras, pelo menos um atributo
negativo de um conjunto de 5 defeitos sensoriais (avinhado-avinagrado, butirico, patrido,

mofo e sapateira) foi detetado.

62



5.2. Avaliacdo do potencial da LE na quantificacdo da intensidade de defeitos
organoléticos presentes em amostras comercias de azeitonas de mesa

A ocorréncia de uma fermentacdo anormal na producéo de azeitonas de mesa pode
levar ao aparecimento de um ou mais de 3 atributos organoléticos negativos (butirico,
patrido e sapateira) (COI, 2011). No presente trabalho para além de avaliar
qualitativamente o desempenho da LE na discriminag&o (recorrendo a modelos LE-ADL-
AS) destes defeitos utilizando solucbes padrdo, também foi possivel determinar seu
potencial na identificacdo destes defeitos em amostras reais de azeitonas de mesa (e
solucgdes de salmoura) contendo um Unico defeito sensorial muito intenso (intensidades
entre 8 e 11 numa escala de 1 a 11, com base na avaliagdo sensorial do painel de
provadores). Foi ainda demonstrado a capacidade da LE em discriminar amostras reais
de azeitonas de mesa com base na sua categoria comercial, estabelecida de acordo com a
mediana da intensidade do defeito predominante (obtida com base na analise sensorial

com painel de provadores).

No presente capitulo, pretendeu-se avaliar a possibilidade de usar os sinais
potenciométricos da LE (tendo em conta simultaneamente a andlise das pastas de
azeitonas e das respetivas salmouras) para quantificar a mediana da intensidade de cada
defeito detetado pelo painel de provadores nas 44 amostras comerciais de azeitonas de
mesa, comparando o seu desempenho com a mediana das intensidades atribuidas pelo

mesmo, bem como com a gama de intensidades registada (Tabela 7).

Assim sendo, o potencial da LE na quantificacdo dos niveis de intensidade dos
atributos negativos presentes em amostras comerciais de azeitonas de mesa foi avaliado
por recurso de regressao linear multipla (RLM) acoplado ao algoritmo de arrefecimento
simulado (AS). Como j& mencionado, o algoritmo AS é um método de sele¢do de
variaveis meta-heuristico que foi implementado para selecionar o menor subconjunto de
sensores da LE (entre os 80 sinais registados pelos 40 sensores da LE durante a analise
das pastas de azeitonas e das respetivas salmouras) capaz de permitir obter o melhor
desempenho quantitativo de previsdo. Neste estudo recorreu-se a modelos de LE-RLM-
AS uma vez que num estudo recente Rodrigues e co-autores (2016) constaram que esta
estratégia de modelizacdo apresentava um desempenho de previsdo superior

comparativamente a modelos de RCP e MQP.
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A capacidade de previsdo dos modelos LE-RLM-AS estabelecidos (contendo
entre 2 e 42 sinais de sensores de entre os 80 registados durante a anélise das pastas e das
salmouras) para cada um dos 5 defeitos detetados nas amostras foi avaliada recorrendo a
validacao cruzada LOO (leave-one-out) e a validacdo cruzada K-folds com repeticOes.
Este Gltimo procedimento de validacdo cruzada foi implementado para 4 folds e para 10
repetices, permitindo minimizar o risco de sobreajuste (overfitting) (responséavel pelo
estabelecimento de modelos de previsdo sdo pouco realistas (isto é, otimistas)), uma vez
que pelo menos 25% das amostras originais sdo utilizadas exclusivamente para efeitos de
previsao

Na Tabela 8 encontra-se sumariada a informacao relativa aos modelos LE-RLM-
AS estabelecidos para a quantificacdo da mediana das intensidades de cada um dos 5
atributos negativos (butirico, putrido e sapateira, associados a fermentacdo anormal e
avinhado-avinagrado e mofo, associados a categoria de outros defeitos) detetados pelo
painel de provadores durante a analise das 44 amostras comerciais de azeitonas (com base
na avaliacdo sensorial simultdnea das azeitonas e respetivas salmouras), a gama de
intensidades atribuidas pelos 8 membros do painel sensorial se encontra descrita na
Tabela 7.

A qualidade dos resultados de regressdo obtidos para os 2 procedimentos de
validacao cruzada utilizados neste trabalho (LOO e K-folds com repeticdo) pode ser
visualizada nas Figuras 7 a 11 para os defeitos butirico, putrido, sapateira, avinhado-
avinagrado e mofo, respetivamente. Como era esperado, no caso da validagao cruzada K-
folds com 10 repeticdes, as previsdes obtidas com os modelos LE-RLM-AS para as
medianas dos defeitos apresentam uma maior variabilidade comparativamente a técnica
de LOO (sendo no entanto este ultimo menos realista devido a possiveis efeitos de
sobreajuste (overfitting) dos modelos LOO estabelecidos). De facto, a situacdo que
melhor poderda mimetizar a variabilidade das intensidades percebidas para cada defeito
por cada um dos 8 membros do painel de provadores na avaliacdo de cada amostra de
azeitona de mesa, (como se indica na Tabela 7) e a obtida para o procedimento K-folds
com repeticio. E de realcar que a variabilidade encontrada nos resultados de previsio dos
modelos LE-RLM-AS para a técnica de validacdo cruzada K-folds com repeticéo, para
cada defeito, é regra geral, inferior ou da mesma ordem de grandeza da variabilidade das
intensidades dos defeitos percebidos pelo painel de provadores para uma mesma amostra.

Esta constatacdo pode ser observada nas 7B a 11B, onde os resultados de previsao
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(simbolo “0”) estdo compreendidos entre as intensidades minima e maxima percebidas

(como indicado na Tabela 7) pelos membros do painel de provadores (simbolo “__”).

Tabela 8. Modelos LE-RLM-AS estabelecidos para a quantificacdo da mediana das
intensidades de 5 atributos negativos detetados pelo painel de provadores em 44 amostras

comerciais de azeitonas.

Classe do Atributo negativo Modelos LE-RLM-AS?
defeito Ne de sinais® Coeficiente de determinagéo (R?)
sensorial Validagdo cruzada
LOO® K-folds com repeticao®

Fermentacéo Butirico 24¢ 0,993 0,98 + 0,02
anormal Putrido 29f 0,989 0,97 + 0,02

Sapateira 249 0,988 0,99 +0,04
Outros Avinhado-avinagrado 2gh 0,989 0,98 + 0,01
defeitos Mofo 28! 0,996 0,98 + 0,02

2 Modelo de regressdo linear multipla (RLM) baseado em sinais da lingua eletronica (LE) selecionados
recorrendo ao algoritmo de arrefecimento simulado (AS).

® NUmero de sinais incluidos no modelo LE-RLM-AS, selecionados de entre 80 sinais eletroquimicos
registados pela LE durante a analise de cada pasta de azeitona (40 sinais referentes aos 40 sensores da
LE) e respetiva salmoura (40 sinais referentes aos 40 sensores da LE).

¢ Método de validagéo cruzada LOO (leave-one-out), ou seja, deixar um de fora.

d Método de validacéo cruzada K-folds com repeticdo (K = 4 folds garantindo que pelo menos 25% dos
dados originais sdo usados para validacdo interna, com 10 repeti¢des)

¢ Sinais incluidos no modelo LE-RLM-AS: 11 sinais registados durante a analise das salmouras (S1:8,
S1:12, S1:16, S1:20, S2:1, S2:3, S2:4, S2:10, S2:12, S2:13 e S2:15) e os restantes relativos a resposta de
13 sensores durante a analise das pastas de azeitona (S1:6, S1:9, S1:10, S1:11, S1:13, S1:15, S1:16, S2:2,
S2:4, S2:5, S2:8, S2:13 e S2:16)

f Sinais incluidos no modelo LE-RLM-AS: 14 sinais registados durante a analise das salmouras (S1:2, S1:6,
S1:12, S1:15, S1:16, S1:18, S1:19, S2:1, S2:3, S2:9, S2:12, S2:14, S2:16 e S2:17) e os restantes relativos
a resposta de 15 sensores durante a analise das pastas de azeitona (S1:5, S1:6, S1:7, S1:9, S1:13, S1:15,
S1:17, S1:19, S2:1, S2:3, S2:7, S2:13, S2:16, S2:17 e S2:19),

9 Sinais incluidos no modelo LE-RLM-AS: 13 sinais registados durante a anélise das salmouras (S1:1, S1:3,
S1:4,S1:5, S1:8, S1:18, S1:19, S2:1, S2:6, S2:8, S2:10, S2:12, S2:15) e 11 durante a analise de pasta de
azeitonas: (S1:4, S1:6, S1:7, S1:9, S2:2, S2:4, S2:9, S2:10, S2:14, S2:16 e S2:17).

h Sinais incluidos no modelo LE-RLM-AS: 17 sinais registados durante a analise das salmouras (S1:2, S1:3,
S1:4,S1:8, S1:9, S1:11, S1:15, S1:17, S1:18, S1:19, S1:20, S2:4, S2:9, S2:11, S2:12, S2:13 e S2:20) e 0s
restantes 11 durante a analise das pastas de azeitonas (S1:3, S1:13, S1:17, S1:18, S2:3, S2:4, S2:9, S2:11,
S2:12, S2:13 e S2:15).

'Sinais incluidos no modelo LE-RLM-AS: 16 sinais registados durante a analise das salmouras (S1:2, S1:3,
S1:4,S1:9,S1:10, S1:12, S1:13, S1:20, S2:3, S2:4, S2:9, S2:12, S2:14, S2:15, S2:18 e S2:40) e 12 durante
0s ensaios eletroquimicos das pastas de azeitona (S1:1, S1:3, S1:9, S1:12, S1:14, S2:1, S2:8, S2:11, S2:12,
S2:13, S2:17 e S2:18).
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Mais ainda, com base na informacdo constante nas referidas Figuras, é ainda
possivel verificar que, apesar da variabilidade obtida nas previsdes das intensidades de
cada defeito com os modelos de LE-RLM-AS, a maioria das amostras seriam
classificadas corretamente de acordo com a categoria comercial estabelecida seguindo as
diretivas de classificacdo do COI (2011) e discutidas, de um ponto de vista qualitativo,
no capitulo 4.

(A) Validagao cruzada LOO (B) Validacao cruzada K-folds com repeticao

Intensidade prevista LE-RLM-AS
Intensidade prevista LE-RLM-AS

0 2 4 . 8 10 0 2 4 6 8 10
Intensidade painel provadores Intensidade painel provadores
Figura 7. Quantificagdo das medianas das intensidades do defeito butirico (associado a fermentagéo anormal)
detetado em 44 amostras de azeitonas de mesa (azeitonas e respetivas salmouras) utilizando o modelo LE-
RLM-AS com base em 24 perfis de sinais potenciométricos: (A) validagdo cruzada LOO (R?=0,993); (B)
validagao cruzada K-folds com repetigdo (K = 4 folds com 10 repeticGes, R?>= 0,98 + 0,02.)
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(A) Validacao cruzada LOO (B) Validagao cruzada K-folds com repeticao

Intensidade prevista LE-RLM-AS
Intensidade prevista LE-RLM-AS

0 2 4 . 8 10 0 2 4 B 8 10
Intensidade painel provadores Intensidade painel provadores
Figura 8. Quantificacdo das medianas das intensidades do defeito pdatrido presente em 44 amostras de
azeitonas de mesa e suas respetivas salmouras utilizando modelos LE-RLM-AS: (A) validacdo cruzada
LOO R?=0,989; perfil de sinais de 29 sensores; (B) validagdo cruzada K-folds com repeticdo (K = 4 folds
com 10 repeticdes R?: 0,97 + 0,02.)

(A) Validagao cruzada LOO (B) Validacao cruzada K-folds com repeticao

Intensidade prevista LE-RLM-AS
Intensidade prevista LE-RLM-AS

0 2 & 6 8 10 0 2 4 B 8 10
Intensidade painel provadores Intensidade painel provadores
Figura 9. Quantificacdo das medianas das intensidades do defeito sapateira presente em 44 amostras de
azeitonas de mesa e suas respetivas salmouras utilizando modelos LE-RLM-AS: (A) validacdo cruzada
LOO: R?=0,988; perfil de sinais de 24 sensores; (B) validacdo cruzada K-folds com repeticéo (K = 4 folds
com 10 repeticdes R% 0,99 + 0,04).
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(A) Validacao cruzada LOO (B) Validagao cruzada K-folds com repeticao

Intensidade prevista LE-RLM-AS
Intensidade prevista LE-RLM-AS

0 2 4 . 8 10 0 2 4 B 8 10
Intensidade painel provadores Intensidade painel provadores
Figura 10. Quantificacdo das medianas das intensidades do defeito avinhado-avinagrado (associado a
categoria de outros defeitos) presente em 44 amostras de azeitonas de mesa e suas respetivas salmouras
utilizando modelos LE-RLM-AS: (A) validacio cruzada LOO R?=0,989; perfil de sinais de 28 sensores;
(B) validagéo cruzada K-folds com repetigdo (K = 4 folds com 10 repeti¢ces R?: 0,98 + 0,01).

(A) Validagao cruzada LOO (B) Validacao cruzada K-folds com repeticao

o]

Intensidade prevista LE-RLM-AS
Intensidade prevista LE-RLM-AS

0 2 4 3 8 10 0 2 4 6 8 10
Intensidade painel provadores Intensidade painel provadores

Figura 11. Quantificacdo das medianas das intensidades do defeito mofo presente em 44 amostras de
azeitonas de mesa e suas respetivas salmouras utilizando modelos LE-RLM-AS: (A) validacdo cruzada
LOO: R?=0,996; perfil de sinais de 28 sensores; (B) validacdo cruzada K-folds com repeticio (K = 4 folds
com 10 repeticdes R% 0,98 + 0,02).

Por fim, a potencialidade dos modelos de LE-RLM-AS previamente

desenvolvidos como uma metodologia complementar ou alternativa as provas sensoriais
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realizadas por um painel treinado de provadores foi avaliada, com base nos parametros
obtidos a partir da regresséo linear simples (declive e ordenada na origem) entre as
intensidades de cada defeito previstas pelos referidos modelos multivariados versus os
valores das medianas das intensidades percebidas pelo painel de provadores (método de
referéncia para a andlise sensorial de azeitonas de mesa, de acordo com o COI (2011).
Assim sendo, a metodologia LE-RLM-AS s6 pode ser considerada uma técnica
alternativa/complementar do método de referéncia se o declive e a ordenada na origem
da regressdo linear simples forem, de um ponto de vista estatistico, iguais aos
teoricamente esperados para um ajuste linear perfeito, ou seja, iguais a um e zero,
respetivamente (Roig and Thomas, 2003a, 2003b).

Na Tabela 9 apresentam-se os resultados relativos as regressoes lineares simples
estabelecidas para cada um dos 5 defeitos organoléticos avaliados, nomeadamente, 0s
coeficientes de determinacgdo (R?), os valores dos declives, ordenadas na origem e
respetivos intervalos de confianca (a 95%). Os resultados obtidos, quer para a validagao
cruzada LOO quer para a validacdo cruzada K-folds com repeticdo demonstram que, para
um nivel de significancia de 5%, os declives e ordenadas na origem (relativos a cada
regressao linear simples) sdo estatisticamente iguais aos valores tedricos esperados, uma
vez que o0s respetivos intervalos de confianca contém os valores um e zero,
respetivamente. Estes resultados confirmaram a potencialidade dos modelos LE-RLM-
AS propostos e permitem antever a sua possivel aplicacdo pratica na avaliacdo sensorial
de azeitonas de mesa, reduzindo o nimero total de amostras que tém de ser sujeitas a
avaliacdo sensorial por painel treinado de provadores. Com efeito, o desempenho
quantitativo global satisfatorio alcancado € um indicador de que a abordagem proposta
poderia ser implementada, como uma técnica de rotina, complementarmente da
tradicional analise sensorial de azeitonas de mesa. Este facto, aliado a simplicidade dos
sistemas eletroquimcos (LE), ao seu baixo custo, rapidez de analise e quase auséncia de
pré-tratamento das amostras (requerendo apenas uma diluicdo com &gua e posterior
esmagamento no caso das azeitonas) constituem as principais vantagens das LE, que
podem ser vistas ndo s6 como sistemas de sensores de sabores basicos mas também de

atributos sensoriais negativos.
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Tabela 9. Parametros da regresséo linear simples estabelecida entre os valores das intensidades dos defeitos previstas (validacdo cruzada LOO
(leave-one-out) e K-folds com repeticdo) pelo modelo LE-RLM-AS e os respetivos valores das medianas das intensidades dos defeitos percebidos
pelo painel de provadores, para 0s 5 atributos negativos detetados nas amostras de azeitona de mesa (3 associados a fermentacdo anormal e 2 que
se enquadram na categoria de outros defeitos) (COI, 2011): coeficiente de determinacio (R?); declives, ordenadas na origem e respetivos intervalos
de confianca (IC) a 95%.

Parémetros de Defeitos sensoriais associados a fermentacgéo anormal
regressao
linear Butirico Putrido Sapateira Avinhado-avinagrado Mofo
(24 sinais-LE) (29 sinais-LE) (24 sinais-LE) (28 sinais-LE) (28 sinais-LE)
LOO® K-folds?  LOO® K-folds? LOO®  K-folds? LOO® K-folds? LOO® K-folds?
R? 0,993 0,965 0,989 0,961 0,989 0,931 0,989 0,967 0,996 0,982
Declive 0,990 0,989 1,002 0,998 0,976 0,978 0,993 0,988 0,999 1,006
Declive IC? [0,954; [0,971; [0,970; [0,979; [0,922; [0,952; [0,961; [0,971; [0,981; [0,993;
1,026] 1,001] 1,034] 1,017] 1,030] 1,002] 1,026] 1,004] 1,023] 1,020]
Ordenada na 0,020 0,003 -0,003 -0,001 0,021 0,013 0,005 0,040 0,004 -0,0003
origem
Ordenada na [-0,07; [-0,147; [0,100; [-0,058; [-0,065; [-0,003; [-0,085; [0,001; [-0,047; [-0,003;
origem ICP 0,114] 0,008] 0,095 0,056] 0,107] 0,053] 0,096] 0,009] 0,055] 0,003]

4Intervalo de confianca a 95% para o declive.

®Intervalo de confianca a 95% para a ordenada na origem.

“Técnica de validagdo cruzada LOO (leave-one-out).

d4Técnica de validagdo cruzada K-folds com repeticdo (K=4; 10 repeticGes).
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A qualidade do desempenho quantitativo dos modelos multivariados LE-RLM-
AS na previsdo das intensidades de defeitos organoléticos habitualmente presentes em
amostras de azeitonas de mesa constitui uma das principais novidades e contributos do
presente estudo no @mbito da analise sensorial de azeitonas de mesa podendo ser visto
como prova da aplicabilidade de estratégias eletroquimicas (LE) no controlo de qualidade
sensorial de azeitonas de mesa bem como na classificacdo das mesmas de acordo com a
categoria comercial recomendada pelo COI (2011).

De facto, é de salientar que ndo foi possivel encontrar na literatura, nenhum
trabalho relativo & aplicacdo de sensores eletroquimicos, como por exemplo LE
potenciométricas, na avaliacdo organolética da qualidade de azeitonas de mesa, com base
na analise quantitativa de atributos negativos em geral detetados por painel de provadores
durante as provas sensoriais de azeitonas e usados na classificacdo comercial de azeitonas
de mesa de acordo com as diretivas do COI (2011). Com efeito, no que respeita a analise
sensorial de produtos olivicolas, tal como ja referido, a aplicacdo de LE (potenciomatricas
e/ou voltamétricas) tem-se restringido a avaliacdo de atributos sensoriais positivos em
azeites (Rodriguez-Méndez et al., 2010; Apetrei et al., 2010, 2016) ou a classificacdo de
azeites de acordo com a sua intensidade (intenso, médio ou suave), com base na
intensidade de atributos organoléticos positivos, avaliados por um painel de provadores
(Veloso et al., 2016). Alguns estudos tém sido descritos igualmente para a avaliacdo
sensorial de azeites (atributos positivos) com base em sistemas eletroquimicos que tentam
mimetizar a sensacdo do olfato - narizes eletronicos (Escuderos et al., 2010, 2011).

Relativamente a avaliagdo de defeitos sensoriais, 0s estudos disponiveis na
literatura referem-se a andlise de azeites (Borras et al., 2015; Caciotta et al., 2016; Zhu et
al., 2016). Borras e colaboradores (2016) proposeram uma metodologia baseada em
espectroscopia de infravermelho acoplada a métodos estatisticos multivariados para
identificar defeitos organoléticos (avinhado-avinagrado, mofo, ranco e tulha) para
distinguir azeites virgem extra dos de menor qualidade. Mais recentemente, Caciotta e
co-autores (2016) obtendo um mapeamento bidimensional dos aromas com base em
modelos ndo-lineares procederam a avaliacdo de atributos positivos (verde/frutado) e
negativos (avinhado-avinagrado e rango) em azeites virgem extra recorrendo apainel de
provadores e redes neurais. Por fim, Zhu e colaboradores (2016) utilizaram microextracdo
em fase soilida acoplada a técnica de cromatografia gasosa-espectrometria de massa para

quantificarem defeitos organoléticos (ranco, tulha, avinhado-avinagrado) em azeites
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virgens. Desse modo, evidencia-se a promissoriedade da utilizacdo de métodos
eletroquimicos na avaliacdo da qualidade de produtos olivicolas.
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A avaliacdo da qualidade sensorial de azeitonas de mesa, nomeadamente a
classificacdo do produto de acordo com a sua categoria comercial segue as normas
estabelecidas pelo COI e tem por base a avaliacdo de defeitos organoléticos percebidos
por um painel de provadores treinado durante as provas conjuntas de azeitonas e
respetivas salmouras. Este procedimento reveste-se ndo s6 de um certo grau de
subjetividade intrinseco ao processo de cariz individual de avaliacdo por parte de cada
membro do painel, cujo treino é uma tarefa complexa, demorada e dispendiosa. Para além
disso, o recurso a um painel de provadores limita em muito 0 nUmero maximo de amostra
que podem ser avaliadas diariamnente, atendendo ndo s6 aos tempos de espera exigidos
entre provas como tamabém a disponibilidade de tempo de cada membro do painel para
realizé-las.

De modo a suprir a necessidade de metodologias analiticas rapidas, econémicas e
eficazes para a avaliacdo sensorial de azeitonas de mesa (que requer a avaliacédo
organolética de defeitos presentes em azeitonas e respetivas salmouras) estudou-se, pela
primeira vez, a viabilidade de utilizar uma LE para esse fim. Com efeito, a simplicidade,
rapidez e baixo custo das LE, aliado ao minimo pré-tratamento das amostras, constituem
as principais vantagens deste tipo de sistemas de multi-sensores eletroquimicos, que
embora sejam reconhecidos como sensores de sabores basicos, poderdo também ser
aplicados como sensores atributos sensoriais negativos.

Neste trabalho procedeu-se ao desenvolvimento de modelos estatisticos
multivariados qualitativos (ADL acoplada ao algoritmo AS) e quantitativos (RLM
acoplado ao algoritmo AS), estabelecidos com base em informacéo relevante contida nos
perfis de sinais potenciométricos dos sensores da LE, para aferir indireta- ou diretamente
da presenca e intensidade de atributos organoléticos negativos geralmente presentes nas
amostras de azeitonas de mesa, e de acordo com a avaliacdo sensorial do painel de
provadores.

A capacidade da abordagem LE-ADL-AS foi demonstrada com sucesso:

) Na classificacdo correta (sensibilidades de previsdo > 98%) de solugdes padrao
(&cido citrico, &cido tartarico, cafeina, quinino, cloreto de sodio e cloreto de
potassio) de acordo com o sabor basico que mimetizam (&cido, amargo e salgado);

i) Na classificag@o correta (sensibilidades de previsao > 93%) de solugdes padrao
(&cido n-butirico, 2-mercaptoetanol e &cido ciclohexanocarboxilico) de acordo

com o defeito sensorial que mimetizam (butirico, patrido ou sapateira);
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i) Na classificacdo correta (sensibilidades de previsdo > 93%) de amostras de
referéncia de azeitonas e salmouras (presenca de um defeito Unico intenso) de
acordo com o tipo de defeito percebido pelo painel (avinhado-avinagrado,
butirico, mofo, putrido ou sapateira), e selecionadas pelo painel de provadores
(sensibilidades > 93%)); e,

Iv) Na classificag@o correta (sensibilidade > 86%) de amostras de azeitonas de mesa
com grande heterogeneidade, contendo um ou mais defeitos organoléticos
percebidos pelo painel de provadores nas azeitonas e/ou salmouras, de acordo com
a sua categoria comercial (azeitona extra sem defeito, extra, 12 escolha, 22 escolha

e azeitonas que ndo podem ser comercializadas como azeitonas de mesa).

Por fim, o potencial da LE para quantificar as medianas das intensidades dos
atributos negativos detetados pelo painel de provadores em azeitonas de mesa foi
demonstrado recorrendo a modelos de RLM-AS. Os modelos estabelecidos para cada um
dos defeitos sensoriais (butirico, putrido, sapateira, avinhado-avinagrado e mofo)
presentes nas amostras de azeitona de mesa, de acordo com a avaliacdo sensorial das
azeitonas e salmouras realizada pelo painel de provadores, permitiram prever

satisfatoriamente as medianas das intensidades dos defeitos (R? > 0,97).

Globalmente, os resultados obtidos aliados a rapidez da anélise eletroquimica (5-
10 min), permitem antever a possibilidade de usar a LE como uma ferramenta
complementar na classificagcdo sensorial de azeitonas de mesa e/ou determinacdo da
intensidade de defeitos organoléticos individuais presentes em amostras reais. A
implementacdo deste tipo de sistema de multi-sensores permite, em teoria, reduzir
substancialmente o tempo associado a avaliagdo sensorial (comparativamente com o
requerido pelo painel de provadores), aumentar consideravelmente o nimero de amostras
de azeitonas de mesa que podem ser aferidas diariamente, e consequentemente reduzir o
namero total de amostras (duvidosas) que tém de ser sujeitas a avaliacdo por um painel
de provadores treinado, diminuindo substancialmente o custo associado a este tipo de

avaliagéo.

Tendo em conta o desempenho satisfatério da LE relativamente a analise da
qualidade sensorial de azeitonas de mesa, nomeadamentre ao nivel de atributos negativos,
em trabalhos futuros, pode-se sugerir a utilizacdo da LE juntamente com métodos

qguimiométricos na andlise de parametros fisico-quimicos (como por exemplo,
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composi¢do em &cidos gordos, polifendis e composicdo em tocoferois) de azeitonas de
mesa ou mesmo de azeitonas utilizadas na producéo de azeite, contribuindo deste modo
para aumentar a competitividade comercial da fileira oleicola, que é uma fileira

estratégica na politica agricola e na economia portuguesa e europeia.
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Anexo A: Folha de perfil de azeitona de mesa utilizada pelo painel de provadores
(COl, 2011).

FOLHA DE PERFIL DE AZEITONA DE MESA

INTENSIDADE 1—11

v

PERCEPQAO DE SENSAC}()ES NEGATIVAS
Fermentacéo

Anormal (tipo)

Outros defeitos

(especifique)

PERCEP(}AO DE SENSAQOES GUSTATIVAS
Salgado

Amargo

Acido

PERCEPCAO DE SENSACOES CINESTESICAS

Dureza

Fibrosidade

Crocancia

Cédigo da Amostra:

Nome do provador:

Data:
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