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RESUMO

Espetrometria de massa de razdes isotdpicas na determinacao da origem

geografica de azeites de Portugal

O uso combinado de razdes isotdpicas de &'3C, 8°H e 80 com técnicas
guimiométricas é uma ferramenta poderosa para estabelecer a origem geogréfica de
Azeites Virgem Extra (AVE). O objetivo deste trabalho foi determinar a correlagdo entre
a composicdo isotdpica e as principais varidveis relacionadas com a localizacdo
geografica. Foram analisadas 38 amostras de AVE de 11 variedades provenientes de
diversas localizacbes em 2 regides de Portugal (Alentejo e Tras-os-Montes) com um
analisador elementar acoplado a um espetrémetro de massa de razdes isotdpicas. A
analise multivariada permitiu distinguir os azeites provenientes de regides diferentes e
guais as varidveis que mais influenciavam essa distribuicdo. O modelo apresentado
mostra que os valores da composicdo isotopica foram suficientes para prever
significativamente (P<0,05) a latitude, longitude, altitude, distancia ao oceano,
temperatura e precipitacdo. Este trabalho mostrou que a composicao isotdpica fornece
informacdo ndo so relativamente a origem geografica mas também as condicoes

ambientais.



ABSTRACT

Isotope ratio mass spectrometry for determination of the geographic origin of

olive oils from Portugal

The combined use of 8'3C, 8°H and 50 isotopic ratios with chemometric
techniques is a powerful tool to establish the geographical origin of extra virgin olive oils
(EVOO). This work aims to establish the correlation between isotopic composition and
the main variables related to geographic location. 38 EVOO samples from 11 varieties
from different locations in 2 regions of Portugal (Alentejo and Trds-os-Montes) were
analyzed using an elemental analyzer coupled to an isotope ratio mass spectrometer.
Multivariate analysis allowed to distinguish the EVOO from different regions and which
variables influence this distribution the most. The model presented shows that isotopic
composition values were enough to significantly (P<0,05) predict the latitude, longitude,
altitude, distance to ocean, temperature and rainfall. This study showed that the
isotopic composition provides information not only regarding geographic origin, but also

on the environmental conditions.



ABREVIATURAS

a — Fracionamento na difusdo no ar

a; — Fracionamento na fase liquida

AAP — Associacdo do Azeite de Portugal

ap— Discriminacdo na camada limite

AC — Analise de Clusters

ACP — Anadlise de Componentes Principais

ACP — Proteina transportadora de acilo (Acy! Carrier Protein)

AD — Analise Discriminante

ATP — Adenosina trifosfato

AVE — Azeite Virgem Extra

B — Campo magnético

b — Sequéncia de discriminacdes durante a carboxilacdo

CAM — Metabolismo Acido das Crassulaceas (Crassulasean Acid Metabolism)

CDT - Canyon Diablo Troilite

COlI - Conselho Oleicola Internacional

CP — Componente Principal

DOP — Denominacao de Origem Protegida

e — Fracionamento durante a respiracao

EA-IRMS — Analise Elementar — Espetrometria de Massa de Razdes Isotdpicas (Elemental
Analysis-Isotope Ratio Mass Spetrometry)

EC — Energia Cinética

es— Fracionamento na dissolocdo do diéxido de carbono

ETG — Especialidade Tradicional Garantida

f — Fracionamento durante a fotorrespiracdo

GC-IRMS - Cromatografia Gasosa — Espetrometria de Massa de Razbes Isotépicas (Gas
Chromatography-Isotope Ratio Mass Spectrometry)

GPP — Gabinete de Planeamento, Politicas e Administracdo Geral

IAEA — Agéncia Internacional de Energia Atémica (International Atomic Energy Agency)

IAEA 600 - Material de referéncia para determinacdo de 6'3C (cafeina)

IAEA 601 — Material de referéncia para determinacdo de 520 (4cido benzoico)



IAEA-CH-7 — Material de referéncia para determinacdo de 6%H (polietileno)

IGP — Indicacdo Geografica Protegida

IPMA - Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera

k — Eficiéncia da carboxilacao

m — Massa

NADP — Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato

NIST — Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (National Institute of Standards and
Technology)

OOIWS - Olive Qil Isotope Working Standard

Pa — Pressao parcial na atmosfera livre

Pc — Pressdo parcial no local da carboxilacdo

PDB - Peedee Belemnite

PEP-carboxilase — Fosfoenolpiruvato carboxilase

Pi— Pressao Parcial nos espacos intercelulares

Ps — Pressao parcial na superficie da folha

r - Raio

R —Racio molar

R4 — Fase ndo dependente da luz na fotossintese

RLM — Regressao Linear Multipla

Rstd — Racio isotdpico do padrao

RuBisCO — Ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase-oxidase

Rx — Rdcio isotépico da amostra

SIAZ - Sistema de Informacdo do Azeite e Azeitona de Mesa

SMOW - Standard Mean Ocean Water

TCD — Detetor de Condutividade Térmica (Thermal Conductivity Detector)

USGS — Servicos Geoldgicos dos Estados Unidos (United States Geological Servey)

v —Velocidade

VPDB - Viena Peedee Belemnite

VSMOW - Viena Standard Mean Ocean Water

z — Carga elétrica

I' — Ponto de compensacao de didxido de carbono na auséncia da respiracdo

0 - Récio normalizado em partes por mil
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1 - PROBLEMATICA E OBJETIVOS

A autenticidade e rastreabilidade dos produtos agroalimentares sdo fatores de
preocupacdo ndo sé para os consumidores, mas também para os produtores,
distribuidores e autoridades. A origem geografica é essencial na avaliacdo da qualidade
dos produtos agroalimentares, embora ndo implique uma alteracdo no valor nutricional
propriamente dito, mas sim na perce¢do que o consumidor tem que nao esta a pagar
por um produto estrangeiro e mais barato como se fosse um produto regional mais
valorizado. A utilizacdo de denominacdes de origem falsas é prejudicial tanto para os
consumidores como para os produtores legitimos (Zhao et al., 2014). A comercializa¢do
de produtos alimentares contrafeitos € comum e generalizada pelo que é necessario
investir no estudo de métodos analiticos que possam determinar com o maior grau de
certeza possivel relativamente a autenticidade destes produtos, ou seja, processos
analiticos que validem a informacdo dos rétulos relativamente a origem e processo de
producao.

Existem atualmente diversas técnicas analiticas para a determinacdo da origem
geografica dos produtos alimentares (técnicas de separacdo, espetroscopia,
espetrometria de massa, etc.) (Luykx & van Ruth, 2008), no entanto, a autenticacdo
destes produtos por parte das autoridades responsdveis, requer técnicas cada vez mais
sofisticadas, uma vez que as fraudes sdo cada vez mais dificeis de detetar (Reid,
O'Donnell & Downey, 2006).

Das muitas técnicas disponiveis que testam a autenticidade dos produtos
agroalimentares (tanto animais como vegetais) um dos métodos que tem despertado
mais interesse é a Espetrometria de Massa de RazGes Isotdpicas (Isotope Ratio Mass
Spectrometry - IRMS) (Drivelos & Georgiou, 2012; Kelly, Heaton & Hoogewerff, 2005).
Nos ultimos anos, a determinacdo dos is6topos estaveis de elementos leves,
especialmente carbono, hidrogénio e oxigénio tem sido utilizada, ndo sé para
esclarecimento de vias bioquimicas e mecanismos de reacdo, mas também a sua
aplicacdo tem ganho importancia no controlo da autenticidade e determinacdo da
proveniéncia de ingredientes ou produtos alimentares.

Os métodos analiticos convencionais no controlo de produtos alimentares baseiam-

se na determinacdo de quantidades ou racios de certos compostos, ou na



presenca/auséncia de substancias que ndo ocorrem naturalmente, para determinar
adultera¢cGes nos produtos alimentares. Por outro lado, os métodos baseados nos
isdtopos estaveis, utilizam um parametro fisico, o récio isotdpico, inerente ao produto,
para determinar a origem de um componente. Isto permite a diferenciacdo de
substancias que de outro modo, seriam quimicamente indiferenciaveis.

Os primeiros estudos com isétopos estaveis em azeite focaram-se na adulteragdo
dos azeites com 6leos de qualidade inferior (Angerosa, Camera, Cumitini, Gleixner &
Reniero, 1997), posteriormente, a analise de razbes isotdpicas provou ser uma
ferramenta bastante Util para caraterizar a origem geogréfica (Angerosa et al., 1999).

A utilizacdo da variacdo nas abundancias naturais dos isdtopos estaveis como
marcadores na determinacao da autenticidade dos alimentos deve -se ao conhecimento
de como ocorrem naturalmente os racios isotdpicos, da sua variacdo natural e de como
ocorrem os processos de fracionamento na natureza, isto é, razoes fisicas, quimicas ou
bioquimicas para o fracionamento isotdpico (Rossmann, 2001).

Sdo as diferencas induzidas pelo fracionamento durantes estes processos que levam
a assinaturas isotépicas carateristicas nos materiais bioldgicos (Gannes, del Rio & Koch,
1998). E, pois, importante perceber quais s3o 0s processos responsaveis pelos
fracionamentos que conduzem as razoes isotdpicas de C, O e H no azeite de modo a
averiguar como podem ser utilizadas para a sua autenticacdo. Para isso é necessario
perceber quais o0s processos associados, por um lado, a fonte dos is6topos,
nomeadamente os processos associados a circulacdo dos isétopos na biosfera ligados
aos ciclos do carbono e hidrolégico, e por outro lado, os fatores inerentes a propria
planta, como a fixacdo do CO; e a sintese dos acidos gordos. De um modo geral, a
aplicacdo da analise de racios isotépicos na determinacdo da origem geogréfica de
produtos alimentares no geral e do azeite em particular, deve-se ao fato do racio dos
isdtopos estdveis do H e do O na matéria organica dos alimentos estar relacionado com
a composicdo isotépica da agua do local de origem, que possui uma variabilidade
geografica conhecida e os racios isotépicos de C e N relacionados com o clima e préaticas
agricolas (Danezis, Tsagkaris, Camin, Brusic & Georgiou, 2016).

O presente estudo aborda as razdes isotdpicas do carbono, oxigénio e hidrogénio
em azeites de diversas variedades e provenientes de diversas localiza¢cdes de Portugal

Continental, com diferentes caracteristicas geograficas e edafoclimaticas,



nomeadamente a latitude, longitude, altitude, distdncia ao oceano, temperatura e
precipitacdo. Considerando o elevado numero de parametros, é necessaria uma
abordagem quimiométrica de modo a revelar informacdo que a partida ndo é evidente
relativamente aos parametros selecionados (Gumus, Celenk, Tekin, Yurdakul & Ertas,
2017; Jiménez-Morillo, Cabrita, Dias, Gonzalez-Vila & Gonzalez-Pérez, 2020).

Nos ultimos anos, vdrios estudos tém demonstrado que os métodos
guimiométricos podem ser usados para diferenciar a origem dos azeites através de
analises estatisticas multivariadas de diversos compostos quimicos tais como acidos
gordos (Kritioti, Menexes & Drouza, 2018), compostos fendlicos (Bajoub et al., 2017) ou
elementos traco (Benincasa, Lewis, Perri, Sindona & Tagarelli, 2007; Gumus et al., 2017).
A desvantagem destes métodos é a necessidade de determinar um grande numero de
compostos que requerem um prévio tratamento quimico das amostras, que pode ser
dispendioso e demorado. Além do mais, estes parametros podem variar com fatores
relacionados ndo sé com a localizacdo geografica da zona de producdo, mas também
com a qualidade das azeitonas, nomeadamente o nivel de maturagdo, condicdes de
colheita e armazenamento, mas também com o método de extracdo do azeite
(Angerosa et al., 1999). As vantagens da utilizacdo dos isotopos estaveis, em bulk, na
determinacdo da origem geografica de produtos alimentares sdo, por um lado, o facto
de ser um método com elevada exatiddo que requer uma pequena quantidade de
amostra, que geralmente n3o é afetado pelo método de producdo (Camin et al., 2017)
e o fato de ndo haver necessidade de um tratamento prévio das amostras (lacumin,
Bernini & Boschetti, 2009).

O crescente interesse dos consumidores por produtos alimentares de elevada
qgualidade e relacionados com uma determinada origem geogréfica, torna necessario
estabelecer técnicas analiticas que permitam o controlo exigido para esses produtos. A
abordagem quimiométrica dos dados analiticos obtidos, juntamente com varidveis
relacionadas com a localizagcdo das amostras, permite detetar padrdes carateristicos nos

dados que podem ser relacionados com a origem geografica (Luykx & van Ruth, 2008).



1.2 - OBJETIVOS

1.2.1 - OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho é determinar a relacdo entre as razGes isotdpicas

e a localizagcdo geografica, com ferramentas quimiométricas e se essas relacées podem

ser usadas para caracterizar e classificar os azeites virgem extra de acordo com a sua

origem geografica.

Neste estudo, além da variedade das azeitonas e da localizacdo do olival a partir do

qual se produziu o azeite, ndo se tinha conhecimento do grau de maturacdo, condicoes

de colheita ou armazenamento, ou outros fatores que influenciam a determinacdo da

localizacdo geogréfica por outros métodos. Deste modo pretende-se verificar se a

determinacdo das razdes isotdpicas e a sua relacdo com a localizacdo geogriafica sera

suficiente para inferir quanto a origem independentemente dos fatores anteriormente

mencionados.

1.2.2 — OBJETIVOS ESPECIiFICOS

Identificar as razdes isotdpicas carateristicas de cada regido e como
estas variam em funcdo da sua localizacdo e do clima.

Distinguir os azeites provenientes de cada regido com recurso a
analise multivariada utilizando métodos de aprendizagem ndo
supervisionados, nomeadamente a Anadlise de Componentes
Principais e a Andlise de Clusters que (a partir do conjunto total dos
dados isotépicos, geograficos e climaticos) tém como objetivo
encontrar conjuntos de amostras que possam ser distribuidos por
classes, neste caso distinguir os azeites provenientes de regides
diferentes, e quais os fatores que mais influenciam essa distribuicao.
Classificar novas amostras de azeite quanto a sua origem geografica
com a aplicacdo de métodos de aprendizagem supervisionados,
nomeadamente a Anadlise Discriminante, com base nos dados

analisados.



e Inferir quanto aos parametros de localizacdo e climaticos através da

Andlise de Regressao Linear Multipla



2 - FUNDAMENTO TEORICO

2.1 - AZEITE

O azeite tem sido utilizado ha milhares de anos nos paises em redor do Mar
Mediterraneo onde existem inimeras referéncias a sua utilizacdo na literatura histérica
e também na mitologia dos povos desta area (Boskou, 2008a). Existem provas da
existéncia de oliveiras (Olea europaea L.) nas regides em redor do Mar Mediterraneo
gue remontam a 12000 mil anos a.C. A origem da arvore é incerta, com autores que a
consideram indigena de toda a bacia do Mediterraneo, no entanto, foi na Asia Menor
onde comecou a ser cultivada, ha cerca de 6000 mil anos, e a partir dai posteriormente
disseminada pelos Gregos. A partir do séc. VI a.C. a cultura espalhou-se por todas as
regioes em redor do Mediterraneo, sendo introduzida em Espanha e Portugal, onde no
séc. Il a.C. ja era explorada numa extensdo consideravel (COI, 2018). Atualmente a
cultura esta distribuida por todos os paises em redor da bacia do Mediterraneo,
nomeadamente Portugal, Espanha e Itdlia na zona mais ocidental e central, na Grécia e
Turquia na zona este e Tunisia e Marrocos mais a sul (Di Giovacchino, 2000).

Ao longo dos séculos, foram selecionadas pelos agricultores centenas de variedades
e delas depende o rendimento dos frutos, o rendimento em azeite, o perfil de acidos
gordos e a cor e aroma, em funcdo do perfil e concentracdo de pigmentos, fendis,
compostos volateis, etc. Cada variedade possui diferentes carateristicas genéticas de
modo a adaptarem-se ao clima e meio ambiente no geral. Atualmente estdo disponiveis
no mercado vdrios tipos de azeite, classificados consoante as suas propriedades
sensoriais e parametros quimicos. A grande variedade de azeites, nomeadamente da
sua composicao e propriedades, € uma complexa interacdo entre o meio ambiente
(temperatura, precipitacdo, disponibilidade de dgua, etc.), fatores agronémicos (podas,
fertilizacdo, irrigacdo, grau de maturacdo, etc.) e as carateristicas genéticas de cada
variedade. Todas estas varidveis influenciam a composicdo quimica dos azeites que é
determinante na sua autenticidade e rastreabilidade (Santos, Cruz, Cunha & Casal, 2013;
Vossen, 2013).

A producdo de azeite a partir dos frutos é feita por processos mecanicos e fisicos.
As etapas do processo de producdo incluem a colheita, lavagem e prensa das azeitonas,

batedura da pasta de azeitona, centrifugacdo, decantacdo, armazenamento, filtracdo e



embalamento (Lozano-Sadnchez, Cerretani, Bendini, Segura-Carretero & Fernandez-
Gutiérrez, 2010). De acordo com a legislagdo vigente (Regulamento (CE) n? 1234/2007
do Conselho de 22 de Outubro de 2007), azeites virgens sao os azeites obtidos a partir
do fruto da oliveira (Olea europaea L.) “unicamente por processos mecanicos ou outros
processos fisicos, em condi¢cdes que ndo alterem o azeite e que ndo tenham sofrido
outros tratamentos além da lavagem, da decantacdo, da centrifugacdo e da filtracdo,
excluindo portanto os azeites obtidos com solventes, com adjuvantes de acdo quimica
ou bioquimica ou por processos de reesterificacdo e qualquer mistura com dleos de
outra natureza”. Os azeites virgens sao ainda classificados de acordo com a acidez livre,
qgue estipula que um azeite virgem extra (AVE) possui uma acidez livre, expressa em
acido oleico, ndo superior a 0,8 g por 100 g.

Em comparacdo com outros d6leos vegetais obtidos com recurso a extracdo com
solventes e posteriormente submetidos a varios processos de refinacdo, o AVE retém
muitos dos componentes originais do fruto. Enquanto a maior parte dos éleos vegetais
no mercado sdo constituidos principalmente por misturas de triacilglicerdis, o azeite
contém outros componentes naturais da fruta (pigmentos, compostos fendlicos e
compostos volateis). Além da sua composicao em acidos gordos monoinsaturados (mais
resistentes a oxidacdo, logo menos propicios a producdo de perdxidos e radicais livres)
também estes compostos presentes em baixas concentragbes, sdo uma mais valia para
o azeite, contribuindo para as suas propriedades sensoriais carateristicas e aumentando
a sua potencial bioatividade (Gémez-Caravaca, Maggio & Cerretani, 2016; Santos et al.,

2013).

2.1.1 - COMPOSICAO QUIMICA DO AZEITE

O azeite é composto principalmente por acidos gordos. Destes, os acidos gordos
monoinsaturados representam aproximadamente 72%, os saturados 14% e os
polinsaturados outros 14%, mas o seu perfil varia, ndo s6 com a variedade das azeitonas
e o seu estado de maturacdo, mas também com as condi¢Ges climatéricas e com a
localizacdo da producdo (Barjol, 2013).

Entre os acidos gordos, o acido oleico é o que se encontra em concentra¢des mais

elevadas seguido do acido palmitico, linoleico e estearico. Apesar da variacdo no perfil



dos acidos gordos, o acido oleico é sempre predominante. O acido palmitico encontra-
se principalmente nas azeitonas pouco maduras, enquanto os acidos palmitoleico,
estedrico e linoleico se encontram nas azeitonas mais maduras (Wani et al., 2018). Estes
acidos gordos, no entanto, na sua grande maioria, ndo se encontram na sua forma livre
(acidos gordos livres), formam ésteres com o glicerol originando triacilglicerdis, que na
realidade constituem 98 a 99% do azeite (fracdo maioritaria) (Ledon-Camacho, Morales
& Aparicio, 2013).

Além da fracdo maioritaria do azeite, constituida por acidos gordos (na forma de
triacilglicerdis ou livre) existe uma fracdo minoritdria (1% a 2%) de compostos muito
variados responsaveis pelas distintas propriedades sensoriais e bioldgicas e pela
estabilidade face a oxidacdo. Estes compostos sdo essencialmente metabolitos
secunddrios das plantas e a sua composicdo quantitativa é igualmente afetada pelas
condicOes climatéricas, agrondmicas e tecnoldgicas (Paiva-Martins & Kiritsakis, 2017;
Tsimidou, 2013).

Estes constituintes da fracdo minoritdria provenientes das azeitonas permanecem
nos azeites virgens, uma vez que estes sdo obtidos unicamente por processos fisicos.
Nos outros dleos vegetais, que incluem extragcdes com solventes organicos e refinacao,
existe um empobrecimento considerdvel nestes compostos (Dilis & Trichopolou, 2009).

Entre estes compostos encontram-se o esqualeno (percursor na biossintese do
colesterol), fcaroteno (percursor da vitamina A), esterdis, tocoferdis (onde se destaca
o a-tocoferol ou vitamina E) e compostos fendlicos com reconhecidas propriedades
antioxidantes e importantes para as propriedades sensoriais (Perona & Botham, 2013;
Servili et al., 2004).

Os compostos fendlicos mais abundantes sdo os derivados da oleuropeina e
ligstrésido presentes no fruto, nomeadamente o hidroxitirosol e o tirosol e que
representam aproximadamente 90% do total de compostos fendlicos no azeite (Perona
& Botham, 2013). Existem ainda aproximadamente uma centena de compostos
aromaticos cuja composicdo quimica, tal como a composicdo em &acidos gordo e
compostos fendlicos, varia com as condi¢Bes climatéricas e geograficas, com a
variedade das azeitonas e com a qualidade do azeite (Barjol, 2013). Esta variacdo dos
pardmetros agrondmicos e climatéricos que podem afetar os compostos volateis levam

a que azeites de diferentes origens possuam carateristicas sensoriais diferentes



(Angerosa et al., 2004; Tsimidou, 2013), sendo este um dos fatores de maior relevancia
para a determinacdo da origem geografica dos azeites.

O Codex Alimentarius e o COIl (Conselho Oleicola Internacional) definem a
composicao essencial e os fatores de qualidade que os azeites tém de cumprir incluindo

os valores distintos entre os azeites extra virgem, virgem, refinado ou corrente.

2.1.2 - CARATERISTICAS NUTRICIONAIS

Desde que em meados do séc. XX o “Seven Countries Study of Cardiovascular
Diseases” (Menotti & Puddu, 2015) relacionou a entdo denominada dieta Mediterranica
com a diminuicdo da incidéncia de doencas cardiovasculares que varios estudos tém
ligado esta dieta a efeitos benéficos para a saude (Cicerale, Lucas & Keast, 2012; Guasch-
Ferre et al., 2017; Visioli et al., 2018). Alguns destes estudos epidemioldgicos indicavam
também que nos paises em que se adotou a dieta Mediterranica e em que o azeite é a
principal fonte de gordura, a incidéncia de alguns tipos de cancro era menor que nos
paises do norte da Europa, o que se associou ao consumo dos dacidos gordos
monoinsaturados, ao invés de gorduras ricas em acido gordos saturados mais comum
nesses paises (Huang & Sumpio, 2008; Lopez-Miranda et al., 2010).

No entanto, o azeite é mais que uma gordura monoinsaturada. Embora os acidos
gordos monoinsaturados presentes no azeite interfiram em varias respostas
inflamatdrias envolvidas na aterosclerose (Claro, Ogalla, Rodriguez-Rodriguez, Herrera
& Alvarez de Sotomayor, 2015; Huang & Sumpio, 2008; Montserrat-de la Paz et al.,
2016), o papel protetor que o azeite tem no combate a certas doencas tem sido
atribuido ndo sé a sua composicdo em 3acidos gordos mas também a presenca de
compostos minoritarios, principalmente compostos fendlicos e esqualeno (Covas,
Khymenets, Fitd & de la Torre, 2009; Owen et al., 2000). Estudos epidemiolégicos
sugerem que o consumo destes compostos presentes no azeite, que sao antioxidantes
naturais, produzem efeitos benéficos para a saude e que estas substancias sdo agora
consideradas potencialmente terapéuticas (Beauchamp et al., 2005; Boskou, 2008a).

Dos compostos fendlicos com capacidade antioxidante os mais representativos sdo
o hidroxitirosol, o tirosol e os seu derivados (Covas et al., 2009; Gonzalez-Santiago,

Fonolla & Lopez-Huertas, 2010; Owen et al., 2000; Wani et al.,, 2018). A atividade



antioxidante dos compostos fendlicos do azeite (Boskou, 2008b; Cicerale et al., 2012;
Rosignoli, Fuccelli, Fabiani, Servili & Morozzi, 2013), nomeadamente no seu efeito na
diminuicdo dos danos oxidativos, recebeu muita atencdo nos ultimos anos associando
estes compostos a prevencao de determinados tipos de cancro (Casaburi et al., 2013;
Coccia et al., 2014; Kampa, Pelekanou, Notas & Castanas, 2009; Lopez-Miranda et al.,
2010; Owen et al., 2000), diabetes tipo 2 (Storniolo, Rosello-Catafau, Pinto, Mitjavila &
Moreno, 2014), doencas relacionadas com o envelhecimento (Garcia-Gavilan et al.,
2018), doencas crdnicas e degenerativas (Guillén et al., 2009).

S3o estas carateristicas nutricionais e a no¢ao de o azeite ser um alimento funcional
promotor de salde que o tornam um bem alimentar com valor econdmico consideravel

e de grande importancia nos paises onde é produzido.

2.1.3 - IMPORTANCIA ECONOMICA

Apesar do consumo de azeite ser hoje em dia global, devido ao reconhecimento da
sua importancia numa alimentacao saudavel, a sua producdo é limitada, por questdes
edafoclimaticas, a duas zonas do globo que se situam entre os paralelos 30 e 45 dos
hemisférios norte e sul, estimando-se que 95% da superficie oleicola mundial estd

concentrada na Bacia Mediterranica (AAP, 2018) (Figura 1).

—

Figura 1 - Distribui¢do potencial de oliveiras na bacia do Mediterraneo
(Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Mar_Mediterraneo)
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O Conselho Oleicola Internacional (organizacdo intergovernamental representante
do setor a nivel mundial) estima que os paises produtores da Unido Europeia (Espanha,
Italia, Franca, Grécia, Portugal, Chipre, Croacia, Eslovénia e Malta) sdo responsaveis por
69% da producdo a nivel mundial, onde se destaca a Espanha, que considerando os
dados das ultimas 5 campanhas, produz 45% do azeite mundial. Os outros principais
paises produtores sdo a Tunisia (6%), a Turquia (6%), a Siria (4%), Marrocos (4%) e a

Argélia (2%) (Figura 2).

Produg¢do média nos ultimos 5 anos

Outros
9%

Argélia
PortugaF%
3%

Marrocos
4%

Siria
4% Espanha
45%

Turquia
6%

Grécia
9%

Italia
12%

Figura 2 - Distribuicdo dos maiores produtores de azeite a nivel mundial com base nos
dados das ultimas 5 campanhas (Fonte: COIl)

Ao nivel da Unido Europeia, a producdo de azeite cresceu significativamente nas
ultimas décadas embora nos ultimos anos tenha perdido terreno. Ndo so pela
diminuicdo da producdo verificada em Italia (de 24% da producdao mundial no inicio da
década de 90’ para 12,8% desde 2000) e Grécia (de 17% para 9,5% da producdao mundial)
mas pelo crescente peso de paises como a Tunisia, Turquia e Marrocos (Figura 3).
Portugal manteve uma producdo média de 38000 t desde 1990 até 2000 a partir de onde
o crescimento na producdo se tornou evidente, tendo produzido em média 83000 t nos

Gltimos 8 anos com uma producdo de 134800 t na campanha de 17/18.
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Figura 3 - Evolugdo da produgdo de azeite nos principais paises produtores desde o inicio da década de 90’
(Fonte: COI)

Relativamente ao consumo, verifica-se nos ultimos anos um crescimento médio, a
nivel mundial, que reflete bem o efeito da difusdo dos resultados da investigacdo
cientifica sobre os beneficios do azeite para a saude, bem como as sucessivas
campanhas promocionais levadas a cabo, quer pela Unido Europeia, quer pelo Conselho
Oleicola Internacional. Embora a Unido Europeia represente cerca de 56% do consumo
mundial, paises que tradicionalmente ndo eram consumidores, como os Estados Unidos
da América ou o Brasil verificaram de um forte acréscimo nos ultimos anos. De facto,
nos Estados Unidos da América o consumo ja supera as 300000 t anuais colocando este
pais como o terceiro maior consumidor e responsavel por 38% das importacoes
mundiais (AAP, 2018).

Entre os mercados de destino das exportacdes nacionais, destaca-se o mercado
brasileiro que absorve cerca de 29% do total das exportacGes nacionais de azeite,
fazendo com que este produto seja igualmente o produto portugués mais exportado
para aquele pais.

A nivel nacional, o forte crescimento na producao levou a que esta nos ultimos anos
tenha ultrapassado o consumo interno, impulsionando muito as exportacdes (Figura 4).
Considerando os valores desde o inicio da década observa-se um excedente que permite

gue Portugal seja atualmente o 42 maior exportador mundial de azeite (Figura 5).

12

1’“ Desde 2010



Produgdo, consumo e exportagao de azeite em Portugal (1000 t)

: //\\/—/__\/\/\_/\/\/_/\/

N2 v > 5 N e \4 \2 <] $H QA QO D
RO I AN ORI G SSRGS S QU PN S I S

Produgdo Exportagdo Consumo

Figura 4 - Evolugdo da produgdo, consumo e exportacdo de azeite em Portugal (Fonte: COI)

Segundo os dados do SIAZ (Sistema de Informacdo do Azeite e Azeitona de Mesa),
a regido do Alentejo representa neste momento mais de 78% da producdo nacional de
azeite (figura 6), enquanto a regido de Tras-os-Montes produz 11%. Nos ultimos anos a
producdo na regido de Tras-os-Montes tem-se mantido relativamente constante
enquanto no Alentejo se verifica um aumento considerdvel. Embora o nimero de
lagares seja muito semelhante em ambas as regides e que inclusive tém vindo a
diminuir, verifica-se que existe uma concentracdo da producdo em lagares mais
modernos e com maior capacidade de laboracdo. O aumento consideravel de producdo
na regido Alentejo ndo é alheio ao fato do olival de sequeiro estar bem adaptado a
escassez de dgua mas deve-se principalmente ao aumento da area de olival intensivo e

superintensivo nesta regido (olival de regadio) (GPP, 2018).

% Exportacdes Mundiais

31,3%

26,3%

1,6%

4,1
Desde 2010

Espanha Italia Tunisia Portugal Turquia Argentina Grécia Marrocos Siria

= 90's 00's ™ Desde 2010

Figura 5 - Exportagdes de azeite a nivel mundial (unicamente trocas extracomunitarias) (Fonte: COIl)
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2.1.4 - AZEITE COM DENOMINAGCAO DE ORIGEM PROTEGIDA

Devido a globalizacdo dos mercados alimentares e ao resultante aumento na
variabilidade e disponibilidade destes produtos oriundos de outros paises, os
consumidores mostram-se cada vez mais interessados em conhecer a sua origem
geografica juntamente com a pressuposta qualidade dos produtos alimentares que
consomem (Charlebois, Schwab, Henn & Huck, 2016). A garantia da qualidade e os
métodos utilizados para autenticar produtos alimentares é pois de grande interesse

tanto a nivel comercial, mas também do ponto de vista legal.

Azeite extraido em Portugal na campanha 17/18 (%)

Al Entre-Douro e

learve Minho

,9% 0,3% Tras-os-Montes
11%

Beira Iterior
2,2%

Beira Litoral
2,1%

Lisboa e Vale do
Tejo
5,2%

Alentejo
78,3%

m Entre-Douro e Minho Tras-os-Montes m Beira lterior
H Beira Litoral H Lisboa e Valedo Tejo M Alentejo
H Algarve

Figura 6 - Distribui¢do da produgdo de azeite em Portugal na campanha 2017/2018 (Fonte: SIAZ —
GPP)

2.1.4.1 - LEGISLACAO

Desde que em 1992 o Conselho das Comunidades Europeias inicialmente
regulamentou relativamente a protecdo das indicacGes geograficas e denominacdo de
origem dos produtos agricolas e dos géneros alimenticios (Regulamento, CEE N2

2081/92), posteriormente revisto em 2006 (Regulamento, CE N2 510/2006), que a
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legislacdo da Unido Europeia tem reservado designacdes especificas para alimentos ou
bebidas com qualidade ou reputacdo reconhecida. Estas legislacdes, que tém vindo a
ser atualizadas desde entdo, introduziram um quadro regulamentar para os produtos
alimentares, incluindo as designacdes DOP (Denominacdo de Origem Protegida) que liga
os produtos a uma area geografica delimitada onde sdo produzidos, IGP (Indicacdo
Geografica Protegida) que liga os produtos a uma area geografica onde pelo menos uma
das etapas do processo produtivo tem de ocorrer e ETG (Especialidade Tradicional
Garantida) que protege os métodos tradicionais de producdo. A legislacdo em vigor
fornece um conjunto de regras comuns para registar e proteger nomes usados para
identificar produtos alimentares e processos de producdo tradicionais (Paolini, 2017) .

Produtos de elevada qualidade que possuam a designacdo “DOP” e “IGP” tém um
preco de mercado superior a produtos semelhantes, trazendo um beneficio financeiro
para os produtores e consequentemente para a regido de produgdo. Portugal possui seis
Azeites com DOP: Azeites do Norte Alentejano, Azeite de Tras-os-Montes, Azeites da
Beira Interior (Beira- Baixa, Beira-Alta), Azeites do Ribatejo, Azeite de Moura e Azeite do
Alentejo Interior (GPP, 2017). E preciso proteger estes produtos das possiveis fraudes
comerciais, sejam elas a substituicdo por produtos de qualidade inferior ou produzidos
noutros locais, nem sempre associados a valorizacdo do produto.

Como consequéncia do aumento da protecdo legislativa dos produtos regionais, a
origem dos alimentos tornou-se um dos aspetos mais relevantes relativamente a sua
autenticidade. Testar a origem dos alimentos ou ingredientes utilizados para
alimentacdo é um critério de qualidade, dai uma maior necessidade de técnicas
analiticas precisas para autenticacdo destes produtos (Danezis, Tsagkaris, Brusic &

Georgiou, 2016; Danezis, Tsagkaris, Camin, Brusic & Georgiou, 2016).

O regulamento (CE) N.© 510/2006, relativo a protecdo das indica¢des geograficas e
denominac¢Ges de origem dos produtos agricolas e dos géneros alimenticios, determina
como Denominac¢do de Origem: “o0 nome de uma regido, de um local determinado ou,
em casos excecionais, de um pais, que serve para designar um produto agricola ou um
género alimenticio:

e originario dessa regido, desse local determinado ou desse pais,
e cuja qualidade ou caracteristicas se devem essencial ou exclusivamente a

um meio geografico especifico, incluindo os fatores naturais e humanos, e
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e cuja producdo, transformacdo e elaboracdo ocorrem na d4rea geografica
delimitada”.

Relativamente a «Indicacdo Geografica», o regulamento determina que esta deve
indicar: “o nome de uma regido, de um local determinado ou, em casos excecionais, de
um pais, que serve para designar um produto agricola ou um género alimenticio:

e originario dessa regido, desse local determinado ou desse pais, e

e que possui determinada qualidade, reputacdo ou outras caracteristicas que
podem ser atribuidas a essa origem geogréfica, e

e cuja producdo e/ou transformacdo e/ou elaboracdo ocorrem na dérea

geografica delimitada”.

2.2 — ISOTOPOS ESTAVEIS

A descricdo mais simplista dos atomos diz que estes sdo constituidos pelas
particulas subatdmicas protdes, eletrdes e neutrdes. Os protdes tém carga positiva, os
eletrGes tém carga negativa e os neutrdes ndo possuem carga. A massa de um neutrdo
é aproximadamente a mesma de um protdo enquanto a massa de um eletrdo é
negligenciavel face a massa dos protdes e neutrées. Um elemento é definido pelo
nimero de protdes no seu nucleo. Num atomo neutro o nimero de protdes é
equilibrado pelo numero de eletrdes presente como uma nuvem carregada
negativamente em redor do nucleo, cuja configuracdo é responsavel pela maioria das
suas propriedades quimicas. Para um dado elemento o numero de protées (que define
o0 numero atémico) é sempre o mesmo, mas o nimero de neutrdes pode variar, ou seja,
isdtopos de um dado elemento quimico tem sempre o mesmo nuimero de protdes mas
um numero diferente de neutrées (Sharp, 2017). Neutrbes extra no nucleo de um
elemento originam apenas ligeiras diferencas a nivel fisico, no entanto, apesar de subtis,
sdo estas diferencas que impedem que estes isdtopos sejam verdadeiramente iguais.
No mundo quimico e das ligacGes quimicas a verdadeira diferenca entre elementos
reside no numero de protGes e eletrdes. Os eletrGes carregados negativamente
equilibram o numero de protdes no nucleo, carregados positivamente e reagem com
outros atomos para formar ligacGes entre eles. Os neutrdes sao particulas subatdomicas

sem carga elétrica, sdo importantes para a estabilidade do nucleo atémico pois
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impedem que os protées altamente carregados e mutualmente repulsivos se
aproximem demasiado uns dos outros, como explica Fry (2006), os neutrées mantém a
paz no nucleo. No entanto, os neutrdes tém uma massa semelhante a dos protdes, o
que significa que atomos de um elemento com diferente nimero de neutrdes tém
massas diferentes (Tabela 1). E esta pequena desigualdade na massa atémica que
origina as subtis diferencas fisicas que conduzem ao fracionamento isotdpico e a que a
sua distribuicdo no ambiente ndo seja idéntica.

Tabela 1 - Abundancias isotpicas e massas atomicas relativas dos isdtopos estaveis dos elementos H, C, N e O (Fonte: Sharp,
2017).

Numero Numero de Numero de .
.. ~ Abundancia Massa
atomico neutroes massa ) atémica
(]
(2) (N) (M)

1 0 1 99,985 1,008
Hidrogénio

1 1 2 0,015 2,014

6 6 12 98,89 12
Carbono

6 7 13 1,11 13,003

7 7 14 99,63 14,003

7 8 15 0,37 15,000

8 8 16 99,759 15,995
Oxigénio 8 9 17 0,037 16,999

8 10 18 0,204 17,999

A mencdo mais antiga de que isdtopos (do Grego isos = igual e topos = lugar) de um
dado elemento existiam, data do inicio do séc. XX. Apds a descoberta da radioatividade
e das propriedades periddicas dos elementos quimicos as massas de muitos desses
elementos constituiam um enigma. Em 1913 Frederick Soddy sugeriu pela primeira vez
gue diferentes tipos de atomos poderiam ocupar o mesmo lugar na tabela periédica. A
demonstracdo da existéncia de isdétopos estaveis surge no mesmo ano através de J.J.
Thompson, que através de uma experiéncia com tubos de néon pds em evidéncia dois
dos isotopos deste gas. Em 1919 Francis W. Aston, que trabalhava com Thompson,
desenhou e construiu uma sucessdo de espectrografos de massa melhorando a sua
resolucdo e incorporando campos magnéticos e elétricos que permitiam um aumento
da velocidade e foco dos feixes idnicos. Com este instrumento Aston provou que o néon
tinha trés isétopos e continuou a descobrir a composicdo isotépica de muitos elementos
quimicos, pelo que recebeu o Prémio Nobel da Quimica em 1922 (De Laeter & Kurz,

2006; Fry, 2006).
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Em 1932, a descoberta do neutrdo mostrou que os isétopos de um elemento tém
um numero diferente destas particulas sem carga, que tém como func¢ado contrabalancar
as forcas repulsivas entre os protdes no nucleo atdmico. Desde entdo, foram
identificados mais de 2000 isétopos, dos quais 272 sdo estaveis, dos 92 elementos que
ocorrem naturalmente (Clark & Fritz, 2013) e s6 21 elementos que se sabe terem um sé
isdtopo (Michener & Lajtha, 2008).

Os isétopos podem-se dividir em 2 tipos fundamentais: estaveis e instaveis ou
radioativos. Para elementos com baixo numero atdmico, um isdtopo tende a ser estavel
quando o nimero de neutrdes (N) e o nimero de protdes (Z) sdo semelhantes (N/Z~1).
Para elementos mais pesados, com elevado numero de protées, a repulsdo destas
particulas com carga positiva aumenta pelo que é necessario um maior nimero de
neutrdes para garantir a estabilidade do nucleo (racio N/Z < 1,5), caso contrario, a
instabilidade do nucleo leva a um decaimento radioativo (Clark & Fritz, 2013; Hoefs,
2009).

A existéncia na Terra dos diferentes isétopos dos elementos quimicos reflete os
processos nucleares que ocorreram nas estrelas onde estes foram produzidos. Esta
composicdo isotdpica inicial pode variar nos ambientes terrestres ao longo do tempo.
Esta variacdo ocorre essencialmente devido a processos de decaimento radioativo,
interacGes dos raios césmicos e das atividades antropogénicas tais como o
processamento de combustiveis nucleares, acidentes nucleares e testes de armas
quimicas (Ellam, 2016; Ferreira, 2008), em que um determinado isétopo da origem a
outro com libertacdo de energia (o que acontece espontaneamente nos elementos
radioativos). Deste modo, os isdtopos estaveis podem ser radiogénicos (terem origem
no decaimento de is6topos radioativos) ou estarem presentes desde a formacdo da
Terra (Le Bot, Oulhote, Deguen & Glorennec, 2011).

Para elementos como o carbono, azoto, enxofre, oxigénio e hidrogénio o isétopo
estdvel mais leve representa cerca de 95% do total, enquanto para outros elementos
como o boro e o litio os isétopos estaveis mais pesados sdo os mais abundantes, mais
de 80% do total. Poucos sdo os elementos que tém um nimero aproximadamente igual
de isétopos estaveis leves e pesados. O numero de isdtopos dos elementos é bastante
varidvel, enquanto o estanho tem 10 is6topos, elementos como o fluor e o fésforo

possuem apenas um (Fry, 2006).
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A primeira medicdo precisa de rdcios isotdpicos foi realizada em 1936 por Alfred
Nier (o principal responsavel para que os espectrégrafos de massa se tornassem em
espectrémetros de massa). Nier também demonstrou que a composicdo isotdpica do
carbono era varidvel na natureza e que o racio '2C/*3C podia variar até 5%.
Posteriormente demonstrou-se que essas variagcdes no racio isotdpico do carbono eram
causadas por reac¢des quimicas que levavam ao fracionamento do '2C do 3C (De Laeter
& Kurz, 2006).

As técnicas de medicdo das razdes de isétopos estaveis utilizaram-se inicialmente
como métodos de datacdo nas ciéncias geolégicas e s6 mais tarde se estenderam a
biologia e botéanica, levando ao desenvolvimento de novas teorias sobre os processos
bioquimicos que ocorrem na natureza, com base na medicao da abundancia natural dos

isdtopos estaveis contidos na matéria organica das plantas (Ellam, 2016; Ferreira, 2008).

2.2.1 - ABUNDANCIA NATURAL DOS ISOTOPOS ESTAVEIS

A abundancia natural dos is6topos estaveis ndo é sempre igual ao longo dos ciclos
dos elementos na biosfera. Os isétopos distribuem-se na biosfera seguindo um padrao
carateristico e essas diferencas na sua distribuicdo resultam de diversos fatores, que
podem ser fatores externos (geoldgicos, climaticos e ecoldgicos) e fatores internos (vias
metabdlicas, posicdo na cadeia alimentar, etc.) (Ferreira, 2008).

Esta variacdo nas abundancias isotdpicas baseia-se no fato de que as pequenas
diferencas de massa entre os isétopos de um elemento levam a um comportamento
diferente dos dtomos tanto em processos fisicos como em reagdes quimicas. Estas
diferencas devem-se aos efeitos isotdpicos que conduzem ao uso preferencial de certos
isétopos (como o *2C comparado com o *3C) em muitos processos biolégicos e quimicos,
gue é usualmente descrito como discriminacdo isotdpica, ou fracionamento isotdpico,
0 que na realidade reflete o fato dos is6topos com massas diferentes reagirem de
maneira diferente. No geral os isétopos mais leves tendem a formar ligacdes mais fracas
e a reagir mais rapidamente que os isdtopos mais pesados, as moléculas que contém os
isdtopos mais leves também evaporam e difundem mais rapidamente que as que
contém o isétopo mais pesado. O fracionamento isotdpico ocorre quando os isétopos

de um elemento se dividem de maneira diferente entre 2 fases ou duas substancias,
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resultando numa concentracdao desproporcionada de um dos isétopos em relacdo ao
outro em um dos lados de uma reacdo (Michener & Lajtha, 2008).

O fracionamento isotdpico é o processo chave que afeta a abundancia relativa dos
isdtopos estaveis na natureza. O entendimento dos processos que estdo por tras do
fracionamento e o estudo da distribuicdo da abundancia natural dos isétopos, permite
utilizar as razOes isotOpicas para compreender a atividade de plantas, animais e
ecossistemas como um todo (Erkkila et al., 2017).

A circulacdo dos isotopos na natureza ndo envolve sé o fracionamento. Por
exemplo, o carbono de plantas de diversas fontes mistura-se no solo, tal como os
predadores que se alimentam de animais com diferentes dietas ou os microrganismos
gue usam varios substratos. Apds esta mistura e remistura quase toda a matéria
organica é decomposta em moléculas organicas mais simples que se acumulam nos
grandes reservatdérios naturais onde se reinicia a sintese e fracionamento que levam os
isétopos a circular na biosfera. E, pois, esta circulacdo dos elementos e seus isétopos na
biosfera e o seu fracionamento e posterior remistura que conduzem a uma distribuicdo

isotopica regular e que define a abundancia natural dos isétopos (Fry, 2006).

2.2.1.1 - EFEITOS ISOTOPICOS

A estrutura eletrénica na zona exterior do atomo controla as reacdes quimicas, pelo
gue o comportamento quimico de dois isdtopos, que possuem o mesmo numero de
eletrdes, é qualitativamente semelhante. No entanto as propriedades fisicas podem ser
alteradas devido as diferencas na massa. Como ja referido, os isétopos de um mesmo
elemento tém massas diferentes devido ao nimero distinto de neutrdes presentes no
nlcleo. As diferencas nas propriedades fisicas provocadas pela variagdo da massa
atémica de um elemento chama-se “efeito isotépico” (Hoefs, 2009). Estes efeitos
isotopicos traduzem-se em diferencas na velocidade das reacdes e na forca das ligacoes
envolvendo isétopos com massas diferentes. Sdo estes efeitos isotdpicos que conduzem
ao fracionamento isotdopico. Note-se que os efeitos isotépicos sdo um fendmeno fisico
gue ocorre a nivel atdmico que levam ao fracionamento isotdpico, que é um fenémeno

observavel e quantificavel (Hayes, 2002).
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Uma das razbes por as diferencas na massa levarem a comportamentos fisicos
diferentes deve-se ao fato da energia cinética (EC) ser constante para um determinado

elemento num mesmo ambiente.

(1) EC = Emv2

Considerando a expressdo geral para o cdlculo da energia cinética (1), em que EC é
a Energia Cinética, m é a massa e v a velocidade, e assumindo que moléculas no mesmo
ambiente fisico (nomeadamente temperatura) tém a mesma energia cinética, entdo a
molécula com massa superior desloca-se a uma velocidade menor (note-se que esta
equacado é valida para o vacuo, havendo versdes mais complexas para a difusdo no ar)
(Sulzman, 2007).

Outra lei da fisica que determina o comportamento dos isdtopos, define que a
energia de uma molécula é controlada pela frequéncia da sua vibracdo. Como os atomos
mais pesados vibram mais lentamente que os mais leves, a energia da molécula com o
isdtopo mais pesado é menor e por conseguinte forma ligacbes mais fortes e mais
estaveis (Clark & Fritz, 2013).

Existe assim uma diferenca na taxa a que as ligacdes quebram e esta diferenca causa
fracionamento isotépico. As ligacdes formadas com isétopos mais leves sdo mais
“elasticas” e tém uma energia potencial mais elevada, localizando-se numa zona
superior do poco de energia (Figura 7). Estas ligacbes com isétopos leves sdo mais
amplas (maior distancia de ligacdo) pois os atomos vibram mais, precisando de uma
guantidade de energia relativamente menor para poderem abandonar o poco de
energia potencial levando ao afastamento dos &tomos e quebra da ligacao.

As carateristicas das ligacbes sdo diferentes quando envolvem isétopos mais
pesados. Estas ligacbes vibram menos e tém de ganhar uma quantidade de energia
maior para sairem do poco de energia até que os dtomos se separem e se quebre a
ligacdo. Assim, para uma determinada quantidade de energia adicionada ao sistema,
serdo mais as ligacbes com isétopos leves a quebrar relativamente aos isétopos mais
pesados e essa diferenca na taxa da reacdo produz o fracionamento isotépico. E também

pela mesma razao que uma vez formada, é mais dificil de quebrar esta ligacdo com um
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isdtopo mais pesado pois é mais estavel e menos energética. Do mesmo modo, numa
reacdao de troca em equilibrio, os isdtopos mais pesados concentram-se no lado da
reacao onde estdo as moléculas em que as ligacGes sdo mais fortes (Fry, 2006). Hoefs
(2009) e Sharp (2017) descrevem os efeitos da mecéanica quantica que originam estas
diferencas, nomeadamente como a frequéncia da vibracdo dos dtomos numa molécula

e consequentemente a energia necessaria para quebrar as ligacGes esta dependente da

massa.
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Figura 7 - Pogo de Energia Potencial para ligagbes estaveis com is6topos leves e isétopos pesados (adaptado de Fry, 2006).

Sdo os elementos de baixo peso molecular que exibem as maiores diferencas nas
propriedades fisicas dos seus isétopos, como é o caso da diferenca entre H,0 e ?H,0.
Considerando que o comportamento fisico de dois isdtopos é quantitativamente
diferente, as maiores diferencas ocorrem nos elementos mais leves, onde a diferenca
de massas é maior, como por exemplo o deutério (*H) que tem o dobro da massa do
hidrogénio (*H), enquanto um neutrdo extra no 33S representa um acréscimo da massa
de apenas 3% relativamente ao 32S (Hoefs, 2009; Sulzman, 2007).

Sdo estas diferencas na velocidade e na forca das ligacGes entre os diferentes
isdtopos de um elemento que conduzem ao fracionamento, ou seja, diferencas nos
isdtopos presentes nos compostos em ambos os lados de uma reacdo (Fry, 2006;

Sulzman, 2007).
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Tendo em conta estas propriedades, pode-se considerar que existem varios tipos
de fracionamento originados por diferentes efeitos isotdpicos, podendo-se distinguir
principalmente entre os efeitos isotdpicos fisicos e os efeitos isotépicos quimicos.
Dentro dos efeitos isotdpicos quimicos pode ainda considerar-se os efeitos isotdpicos
cinéticos e efeitos isotépicos termodinamicos ou de equilibrio (Ferreira, 2008).

E importante salientar que em processos bioldgicos complexos nem sempre é
possivel verificar qual o tipo de fracionamento que estd a ocorrer pois os elementos
estdo envolvidos em vias complexas envolvendo multiplas reacées (Porcelli & Baskaran,

2012).

2.2.1.1.1 - Efeitos isotdpicos quimicos

Existem 2 regras fundamentais para compreender o processo de fracionamento
envolvendo efeitos isotdpicos quimicos durante uma reacdo, seja ela quimica ou
bioquimica. A primeira é que quando se formam ou quebram ligacdes em reacdes
unidirecionais existe uma ligeira diferenca na taxa da reacdo, pois nas reacdes cinéticas
os isétopos mais leves reagem mais rapidamente, as diferencas na massa dos isétopos
envolvidos influenciam a velocidade da reacdo (efeitos isotdpicos cinéticos). Além desta
regra aplicavel a reagdes unidirecionais com taxas de reacdo mais ou menos rapidas
existe outra regra importante para reagées que se processam em ambas as dire¢des que
eventualmente atingem uma situacdo de equilibrio. Esta segunda regra determina que
em reacOes de troca, os isd6topos mais pesados se concentram do lado em que as
ligacGes sdo mais fortes, ou seja, as diferencas de massa influenciam o estado de energia

do sistema (efeitos isotdpicos termodinamicos) (Fry, 2006).

2.2.1.1.1.1 -Efeitos isotopicos cinéticos

Os efeitos isotdpicos cinéticos estdo relacionados com a velocidade das reacgdes.
Estes efeitos isotdpicos surgem nas reacdes unidirecionais (ou irreversiveis), como por
exemplo nas reagdes enzimaticas, ou na evapora¢do em sistemas abertos (em que o

vapor de agua se afasta do reservatério de dgua liquida). Diz-se que um Efeito Isotdpico
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Cinético ocorre quando a taxa de uma reacdo quimica é sensivel a massa atémica, em
uma determinada posicdo, de uma das substdncias reagentes (Hayes, 2002).
Considerando a energia de ligacdo dos compostos originais, o fracionamento ocorre
guando as ligacbes sdo formadas ou quebradas numa reacdo irreversivel em que os
isdtopos mais leves, que tém forcas de ligacdo mais fracas, reagem mais rapidamente
(Sharp, 2017).

Um efeito isotdpico cinético pode ocorrer durante as mudancgas de fase. Se por
exemplo, o vapor de adgua que se forma acima de uma superficie de um corpo de agua,
for continuamente transportado devido a processos turbulentos, a reacdo de mudanca
de fase ndo consegue alcancar um equilibrio, é forcada para um lado da equacdo da
reacao (Cappa, 2003).

Outro exemplo de fracionamento provocado por efeitos isotépicos cinéticos é o que
ocorre nas reacles enzimaticas em processos bioldgicos em que se utilizam
preferencialmente as espécies isotépicas mais leves, devido a mais baixa energia
necessaria para quebrar as ligacGes das moléculas, resultando num fracionamento
consideravel entre o substrato (com predominadncia do isdtopo mais pesado) e o

produto (empobrecido no isdtopo mais pesado) (Ferreira, 2008).

2.2.1.1.1.2 - Efeitos isotopicos de equilibrio (ou termodindmicos)

O fracionamento resultante dos efeitos isotdpicos de equilibrio envolve a
redistribuicdo dos isdtopos entre as varias espécies ou diferentes fases, numa situacao
de equilibrio, em que a velocidade das reacdes direta e inversa é igual e as abundancias
isotépicas nos reagentes e produtos mantém-se constantes, mas geralmente ndo
idénticas.

Os efeitos isotopicos de equilibrio ou termodinamicos podem ser considerados em
termos do efeito que a massa atdomica tem na energia das liga¢cOes. Substituir um
isdtopo leve por um isdtopo pesado numa determinada localizacdo numa molécula, ndo
afeta as suas cargas nucleares ou distribuicdo eletrénica, no entanto afeta a forca das
ligacGes (Sharp, 2017). A energia requerida para quebrar uma ligacdo é ligeiramente
mais elevada para um isétopo pesado que para um isétopo leve e esta pequena

diferenca na forca das ligacOes resulta num fracionamento devido a acumulag¢do do
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isdtopo mais pesado num dado componente de um sistema em equilibrio, pois o isétopo
pesado ird ligar-se preferencialmente ao composto quimico em que este vai ficar mais
fortemente ligado. Por exemplo, quando o CO; esta em equilibrio com o H;0O e os
adtomos de oxigénio trocam, o *0 concentra-se na molécula de CO,, pois o 80 forma
ligacdes covalentes mais fortes com o C do que o *0.

Este efeito isotopico também se verifica para 0 mesmo composto, mas em
diferentes fases, como acontece, por exemplo, com a condensacao da agua nas nuvens.
Quando existe equilibrio entre a fase liquida e a fase de vapor os isétopos mais pesados
da 4gua, 0 e ?H, concentram-se na fase liquida enquanto os isétopos mais leves
tendem para a fase de vapor. Por exemplo, a pressao de vapor, ou seja, a pressdo que o

vapor de dgua exerce sobre a dgua liquida em equilibrio termodindmico, de 2H,0 é

-

aproximadamente 40 torr mais baixa que a de 'H,O, pois a pressdo de vapor
inversamente proporcional as forcas intermoleculares e as liga¢des entre o 2H e 0 O s30
mais fortes que as ligacdes com o isdtopo mais leve (*H). Por conseguinte, a evaporac3o
leva a um fracionamento observavel produzindo vapor de dgua mais “leve” e ficando a
agua liquida enriquecida em 2H.

A extensdo do fracionamento resultante deste efeito isotdpico estd, no entanto,
dependente da temperatura, de modo que as maiores diferencas se verificam a
temperaturas mais baixas (Ferreira, 2008; Hayes, 2002; Hoefs, 2009; Sharp, 2017;
Sulzman, 2007).

2.2.1.1.2 - Efeitos isotdpicos fisicos

Alguns autores consideram ainda outros efeitos isotdpicos que julgam ndo encaixar
no conceito de rea¢des termodinamicas ou cinéticas, como por exemplo no caso da
difusdo. Neste caso, em que os isétopos mais leves, pelo fato de se deslocarem com uma
velocidade superior, conduzem a uma separacdo dos isétopos leves dos pesados.
Considera-se este tipo de fracionamento como resultante de um efeito isotépico de
origem fisica, como por exemplo a difusao de H,O ou CO; no ar (Erkkila et al., 2017;

Ferreira, 2008; Hoefs, 2009).
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2.3 - CIRCULACAO DOS ISOTOPOS NA BIOSFERA

Os elementos e seus isétopos circulam na natureza com uma distribuicdo regular e
carateristica, produzida pelos consecutivos fracionamentos e posterior remistura. As
guantidades de elementos e isétopos envolvidos na circulagdo sdo importantes, com
grandes reservatorios que representam pontos de estabilidade na circulacdo isotépica
como um todo. Alguns destes reservatdrios encontram-se nos oceanos, incluindo a
agua ocednica como reservatorio dos isétopos de hidrogénio e oxigénio e o carbono
inorganico para os isotopos de carbono. O oceano também é o reservatdrio para os
isdtopos de enxofre enquanto o N2 atmosférico funciona como reservatdrio no ciclo do
azoto. Estes grandes reservatorios tém uma composicdo isotépica estavel (Fry, 2006).

O maior sinal isotdpico observavel na biosfera para os isdtopos de C, N e S ocorre
na captagao do CO, e nutrientes pelas plantas e microrganismos enquanto para os
isdtopos de H e O os fracionamentos nas reacdes que envolvem a agua sdo os mais

importantes.

2.3.1 - FONTE DE CO; - CICLO DO CARBONO

O ciclo do carbono envolve trocas ativas de CO, entre a atmosfera, os ecossistemas
terrestres e a superficie do oceano (Figura 8). Alguns destes processos, que permitem a
troca de carbono entre os diversos reservatorios, envolvem fracionamentos isotépicos
levando a que o racio isotépico nos diferentes reservatorios seja diferente. Os principais
reservatorios de carbono sdo a atmosfera, o oceano, a biosfera e o carbono presente na
crosta terrestre, incluindo os sedimentos e os combustiveis fosseis.

Na variacdo da composicdo isotdpica do carbono, o CO; atmosférico representa a
maior ligacdo entre as por¢bes organica e inorganica do ciclo do carbono terrestre e
entre os ecossistemas terrestre e marinho. O CO, atmosférico participa nas reagdes de
equilibrio com os carbonatos do oceano e representa a maior fonte de carbono na

biosfera como substrato para a fotossintese.
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Figura 8 - Ciclo do carbono (adaptado de https://www.sciencelearn.org.nz/image_maps/3-carbon-cycle).

Para além do carbono presente na crosta terrestre, o carbono inorganico dissolvido
nos oceanos é o maior reservatdrio no ciclo global do carbono, cerca de 50 vezes mais
que o carbono presente na atmosfera, pelo que é o carbono contido no oceano que
determina o CO; atmosférico e ndao o contrario.

O CO; atmosférico estd continuamente a estabelecer reacées de troca com o CO; a
superficie do oceano. Esta troca, que chega as 90 gigatoneladas por ano em ambas as
direcOes, leva a um equilibrio entre a atmosfera e a superficie da agua (Falkowski et al.,
2000). Por outro lado, o CO, também se dissolve na dgua formando HCOs’, contribuindo
assim para o total de carbono inorganico dissolvido no oceano.

O racio isotopico do total de carbono inorganico dissolvido e dos carbonatos
marinhos é de aproximadamente 0%o (relativamente ao padrdo internacional VPDB, que
também é um carbonato de origem marinha) (Brugnoli & Farquhar, 2000). Uma vez que
0 oceano, em particular o seu carbono inorganico dissolvido, é um reservatdrio muito
maior que a atmosfera, o racio isotdpico do CO, atmosférico é, em grande parte,
determinado pelas trocas entre o oceano e a atmosfera juntamente com o
fracionamento durante a troca de CO; atmosférico com a biosfera terrestre através da
fotossintese e respiracao.

Presentemente a composicdo isotdpica do CO; atmosférico é aproximadamente -

8%o0 com ligeiras variacdes dependendo da localizacdo e da época do ano. A variagado
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sazonal é atribuida a variacdo no balanco entre a fotossintese e a respira¢do, enquanto
a latitude afeta a composicado isotdpica pelo fato de a sazonalidade ser menos marcada
na zona dos trépicos. Podem ainda ocorrer variacoes isotdpicas relevantes consoante a
proximidade com zonas com elevada producdo industrial. Verifica-se ainda um
empobrecimento em 3C continuadamente ao longo do tempo devido ao aumento de
CO; antropogénico com origem na queima de combustiveis fdésseis (-28%o) e
desflorestacdo (Brugnoli & Farquhar, 2000; Fry, 2006).

A troca de CO; entre a superficie do oceano e a atmosfera envolve um
fracionamento quimico de equilibrio entre o CO; atmosférico (-8%o) e o CO; total na
superficie dos oceanos (1%o). A remocdo de carbono para formar carbonatos envolve
um pequeno fracionamento isotdpico, enquanto a captacdo do carbono inorganico
dissolvido, para a fotossintese no plancton implica um fracionamento cinético
consideravel tornando o carbono organico presente nos oceanos bastante empobrecido
em 3C, com valores entre -24%o e -19%o aproximadamente.

Nos reservatérios de dgua doce, o fracionamento é ainda mais expressivo,
dependendo da fonte do CO; dissolvido, que inclui a erosdo das rochas sedimentares,
fontes termais, CO, atmosférico e proveniente da respiragao na matéria organica, sendo
estas reacOes responsaveis por um fracionamento consideravel com valores de carbono
inorganico dissolvido proximos dos -20%o, que posteriormente fracionado pela fixacdo

de carbono nas algas pode ser aproximadamente -45%o (Figura 9).

Plantas CAM
(-34 a -10%o)

Combustiveis fésseis
-30a -ZO%O‘J-NJ

CO, ar
(-9 a-7,5%o)

Plantas
aquadticas
-45 a -20%o

Carbonatos 7 %

10 a 0%o ZAWTT AN

Plantas C,
-17 a -9%o Plantas C,
-35a-22%o

Figura 9 - Variagdo da composi¢do isotdpica 8*3C (%o0) no meio ambiente (adaptado de Ana Ferreira, 2008).

Os ecossistemas terrestres também trocam CO; com a atmosfera. A fotossintese

retira carbono da atmosfera e armazena-o na forma de matéria organica. Este carbono
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é devolvido a atmosfera por diversas vias, seja através da respiracdo autotrdfica das
proprias plantas, seja através da respiracdo heterotréfica em que a matéria organica
derivada das plantas é oxidada. A matéria organica do solo contém varias vezes mais
carbono que a atmosfera ou a biomassa vegetal e o seu racio isotdpico é semelhante,

ou ligeiramente enriquecido, a matéria vegetal circundante (Fry, 2006).

2.3.1.1 - FRACIONAMENTO ISOTOPICO DO CARBONO POR AGAO DAS PLANTAS

As plantas contém menos 3C que a atmosfera devido aos processos fisicos e
quimicos envolvidos na captagdo de CO, que discriminam relativamente ao 3C. O
primeiro aspeto a considerar é que a difusdo do 3CO; é mais lenta que a do *2CO,,
relacionada com a diferenca da massa. Outro aspeto reside na discriminagdo que ocorre
porque o 3C forma liga¢cdes quimicas ligeiramente mais fortes que o 2C (O'Leary, 1988).
No entanto, o aspeto mais evidente em relacdo ao 8'3C nas plantas estd relacionado

com a via fotossintética utilizada para a fixacao do carbono (O'Leary, 1981).

2.3.1.1.1 - Fotossintese

A fotossintese converte o CO; em hidratos de carbono, componentes essenciais na
composicao do material vegetal. Considera-se que a fotossintese tem 2 passos
fundamentais relevantes para a composicao isotdpica das plantas. 1) A difusdo do CO;
para a folha a partir da atmosfera e 2) A fixacdo do CO, em hidratos de carbono. A
discriminac3o isotdpica em relacdo ao *3C ocorre em ambos 0s passos.

No primeiro passo o CO; entra nas folhas, por difusdo, através de poros ajustaveis
na superficie da folha chamados estomas. Devido ao fracionamento decorrente da
difusdo, em que o '3CO, se difunde mais lentamente no ar, o CO, na zona exterior da
folha é ligeiramente enriquecido em '3CO; relativamente ao que se encontra no interior.
O valor da discriminacdo do '3C para a difusdo do CO; no ar é de 4,4%o.

No segundo passo ocorre a carboxilacdo, que apresenta diferencas para as 3 vias
principais da fotossintese que ocorrem nas plantas, nomeadamente as vias em C3, Cs e

CAM.
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A via mais comum é denominada Cs pois a molécula intermedidria no processo tem
3 carbonos. Nas plantas Cs (onde se inclui a oliveira) o CO; liga-se a enzima RuBisCO
(ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase-oxidase) num sistema bioquimico conhecido como
Ciclo de Calvin, através do qual as plantas sintetizam agucares a partir de CO; e H;O.
Podem assim usar o CO2 como Unica fonte de carbono, necessario para a biossintese de
celulose, amido, lipidos, proteinas e outros compostos organicos.

A fotossintese tem 2 processos fundamentais: as reacdes dependentes da luz, em
que a clorofila e outros pigmentos fotossintéticos, localizados nos cloroplastos,
convertem a energia luminosa em ATP e NADPH e as reac¢des ndo dependentes da luz,
que utilizam o ATP e NADPH produzidos anteriormente, como agente redutores do CO;
para a producdo de trioses-fosfato (gliceraldeido-3-fosfato), num processo denominado
fixacdo do carbono. Os agucares produzidos nesta fase podem ser utilizados para a
respiracdo celular ou para a producdo de outros metabolitos necessdrios ao

funcionamento celular (Nelson et al., 2008) (Figura 10).

Luz

Citosol

C',Cl_o do\ Fosforilagdo
Agucares —» Agucares —» —— |  acido oxidativa
J citrico / =%
‘ Mitocondria
Cloroplasto e

Metabolitos

Figura 10 - Fornecimento a célula vegetal de metabolitos e ATP a partir da luz, CO: e H;0. (adaptado de Alberts et
al., 2013)

Durante o processo da fixagdo do carbono, o CO; da atmosfera liga-se a um hidrato
de carbono (ribulose-1,5-bifosfato) que vai originar 2 moléculas de 3-fosfoglicerato. Esta
reacao da fixacdo do carbono acontece no estroma dos cloroplastos por acdo de uma
enzima de grandes dimensdes, denominada ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase-

oxigenase, ou RuBisCO. A RuBisCO trabalha mais lentamente que a maioria das outras
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enzimas. Processa 3 moléculas de substrato por segundo, em comparagdo com as 1000
moléculas por segundo de uma enzima tipica. Para compensar esta atuacdo tdo lenta,
as plantas mantém um fornecimento constante de RuBisCO para assegurar a producao
de acucares de modo eficiente. Esta enzima representa aproximadamente 50% do
conteludo proteico dos cloroplastos, considerando-se a proteina mais abundante no
planeta (Alberts et al., 2013).

A série de reagdes nas quais o CO, se combina com a ribulose-1,5-bifosfato para
formar gliceraldeido-3-fosfato (a partir do qual se sintetizam outros compostos
fundamentais) chama-se Ciclo de Calvin (Figura 11). O gliceraldeido-3-fosfato produzido
por este ciclo, no estroma dos cloroplastos, pode ser utilizado de diversas formas

consoante as necessidades da planta.

Ribulose 1,5-bifosfato
7 Diéxido de carbono  Vias metabélicas centrais

o \
:ﬁ? / o 3-fosfoglicerato
RuBisc\o& :

Ribulose 5-fosfato
3-fosfoglicerato \)
)
o

Fase 1: B
Fixacdo do

carbono

Fosfato inorgéanico

Figura 11 - Ciclo de Calvin (adaptado de Mike Jones, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=9504547)
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Por cada 3 voltas no ciclo de Calvin é gerada uma molécula de gliceraldeido-3-
fosfato a partir de 3 moléculas de CO,. Esta triose-fosfato pode ser utilizada na sintese
de diversos compostos organicos. Porém, pode também reentrar no ciclo para formar
mais ribulose-1,5-bifosfato, permitindo que o ciclo recomece (pelo que este é um ciclo
autocatalitico). Por cada 12 moléculas de gliceraldeido-3-fosfato (36 atomos de
carbono), 10 sdo regeneradas em 6 moléculas de ribulose-1,5-bifosfato (30 dtomos de
carbono), o aceitador de CO,. Os restantes 6 atomos de carbono sdo convertidos em
glucose (usada na producdo de sacarose ou amido) ou seguem para a biossintese de
lipidos (Campos, 2005).

Na auséncia de luz, as concentracbes de ATP e NADPH diminuem, pelo que as
plantas necessitam de recorrer a respiracao mitocondrial, onde oxidam substratos a CO>
com consumo de O,. Existe um processo nas plantas, que tal como na respiragdo
mitocondrial, consome O3 e produz CO; e, tal como a fotossintese, é induzido pela luz.
Este processo é a fotorrespiracdo e é um custo elevado a pagar pela fotossintese em
resultado da falta de especificidade da enzima RuBisCO (ndo confundir a fotorrespiracao

com a respiracdo mitocondrial). Isto

RuBisCO o
Atividade Atividade porque esta enzima ndo é especifica
oxigenase carboxilase
o, co, para fixar CO;, o O também
compete pelo mesmo centro ativo, o
L 29 Etapa de
Fotorrespiragdo fotossintese que acontece em cada 3 ou 4 voltas
) dociclo. Esta é a atividade oxigenase
Produto ndo .
utilizado Energia

da RuBisCO, que resulta numa perda
Figura 12 - Atividade carboxilase e oxidase da RuBisCO de energia significativa (Figura 12).
Esta atividade é influenciada pela temperatura, que afeta a solubilidade do O, e do CO..
A altas temperaturas o racio de O, para CO; aumenta, fazendo diminuir a afinidade da
RuBisCO com o CO,. Nestas condic¢Oes, a medida que o CO; é consumido, o racio de O3
para CO; no interior das folhas vai aumentando (Nelson et al., 2008).
Algumas plantas origindrias de zonas tropicais, desenvolveram um mecanismo para
diminuir o problema do desperdicio de recursos da fotorrespiracdo. A fixacdo do CO;
em 3-fosfoglicerato é precedida de varios passos num dos quais o CO; se fixa

temporariamente num composto com 4 carbonos (oxaloacetato), dai o nome de plantas

em Cs e 0 processo de assimilagdo de via Cs (ou ciclo de Hatch-Slack) (Figura 13) em
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alternativa as plantas em Cs, descritas anteriormente, que fixam o CO; num composto

com 3 carbonos.

Oxaloacetato

Piruvato
Células do mesofilo

Células da bainha
do feixe '
P“'“Vat° @ . " Malato
CO, entrano ciclo de
Calvin
,/' ”
Aot __co,
1 Ciclo de O

Calvin

Figure 13 - Esquema da fotossintese das plantas tipo C4, com a separag¢do no tempo e no espago da
fixagdo do CO. e da sintese dos hidratos de carbono (adaptado de http://bio1510.biology.
gatech.edu/ module-3-molecules-membranes-and-metabolism/10-c4-plants/)

A fotossintese em Cs implica dois tipos de células especializadas: as células do
mesofilo e as células da bainha do feixe vascular (Figura 14). A fixagdo do CO ocorre no
citosol das células do mesoéfilo, catalisada pela fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEP-

carboxilase), que utiliza o HCO3” como substrato e ndo o CO;, o oxaloacetato é reduzido
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a malato as custas de NADPH. O malato passa para as células da bainha do feixe vascular
onde é oxidado e descarboxilado originando CO;, que entra para o ciclo de Calvin, e
piruvato que é transferido novamente para as células do meséfilo onde é fosforilado a

fosfoenolpiruvato, reiniciando o ciclo (Figura 13).

Planta C3 Planta C,

) Células da
Estoma Feixe bainha do Células do
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feixe meséfilo vascular

I
vascular Células da bainha do

feixe vascular

Figura 14 - Fisiologia do tecido foliar em plantas C; e C4 (adaptado de https://www.jobilize.com/online/
course/photosynthetic-pathways-photosynthesis-global-climate-by-openstax?page=1

A PEP-carboxilase é a enzima principal desta via e tem uma grande afinidade por
HCOs (que é favorecido relativamente ao CO; em solucdo aquosa) conseguindo fixar
CO; mais eficientemente que a RuBisCO. Ao contrario da RuBisCO, nao utiliza O, como
substrato alternativo, ndo havendo competicdao entre CO, e O, como acontece nas
plantas em Cs. A reacdo com a PEP-carboxilase vai fixar, mas também concentrar o CO;,
0 que permite que a RuBisCO funcione perto da sua capacidade maxima (Campos, 2005;
Nelson et al., 2008; Voet, Voet & Pratt, 2013). E importante salientar que a RuBisCO e a
PEP-carboxilase ndo sdo exclusivas das vias fotossintéticas C; e Cs4 respetivamente. Na
realidade as plantas em C3 também possuem PEP-carboxilase, em maior ou menor
guantidade, podendo a extensdo da sua participacdo, influenciar o valor isotépico do
total do carbono fixado (Brugnoli & Farquhar, 2000; Hayes, 2001).

Existe ainda uma terceira via fotossintética que ocorre nas plantas crassulaceas
(plantas suculentas como os catos ou o ananas), denominada CAM (Crassulacean Acid
Metabolism). Estas plantas estdo adaptadas a climas muito quentes e secos, reduzem a

perda de 4gua pelos estomas, pois além de compartimentalizarem as reacdes para a
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fixacdo do CO; (como fazem as plantas em Cs) também as separam no tempo. Durante
a noite, com temperaturas mais baixas e mais humidade no ar, os estomas abrem para
permitir a entrada de CO; que é fixado no oxaloacetato através da PEP-carboxilase. O
oxaloacetato é reduzido a malato e armazenado nos vacuolos durante a noite. Durante
o dia, os estomas fecham para prevenir a perda de dgua e o malato armazenado durante
a noite sai do vacuolo e a sua descarboxilacdo gera uma pressdo parcial de CO;
intercelular que permite que o CO; seja novamente fixado pela RuBisCO (Nelson et al.,
2008; von Caemmerer & Quick, 2000).

A importancia da diferenca entre vias fotossintéticas na autenticacdo do azeite,
deve-se ao fato de a oliveira ser uma planta em C; cujas carateristicas a permitem
distinguir de outras plantas produtoras de 6leos vegetais, mas que fixam o CO; pela via
em Ca. Esta diferenca permite identificar situacdes fraudulentas em que o azeite possa
ser misturado com produtos de qualidade inferior.

Como ja referido, a oliveira é uma planta em Cs, no entanto a oliveira tem uma
particularidade, pois a azeitona é um fruto que durante o seu desenvolvimento possui
cloroplastos ativos, que lhe permitem fixar CO,, pelo que os frutos durante esta fase
tém 2 fontes de carbono reduzido. Por um lado, tém os compostos fotossintéticos
produzidos nas folhas, por outro lado tém também carbono proveniente do prdéprio
fruto devido a sua capacidade fotossintética de fixar CO.

A azeitona permanece verde durante um periodo de tempo consideravel e mantém
os cloroplastos ativos durante a maturacdo. Enquanto a clorofila estd localizada
principalmente no exocarpo, o mesocarpo contém quantidades significativas de PEP-
carboxilase, a enzima utilizada na via fotossintética Cs. Durante o periodo de
desenvolvimento e devido, por um lado, a respiracdo mitocondrial dos produtos da
fotossintese importados das folhas e, por outro lado, a impermeabilidade da cuticula, o
CO2 acumula-se em quantidades considerdveis nos espacos livres entre as células. Com
um equilibrio entre o CO; e o HCO3', a PEP-carboxilase presente no citosol catalisa a
fixacdo do carbono no oxaloacetato que se converte em malato (como sucede na via
Cs), que posteriormente origina piruvato (percussor na biossintese dos acidos gordos) e
CO; que sera fixado pela RuBisCO no ciclo de Calvin (Salas, Harwood & Martinez-Force,

2013).
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2.3.1.1.2 - FRACIONAMENTO ISOTOPICO DO CARBONO NA FOTOSSINTESE

Durante a fixagdo do CO, na fotossintese ocorre fracionamento dos isétopos
estdveis de carbono e consequentemente as plantas s3o empobrecidas em *3C. Esta
discriminacdo isotépica depende do fracionamento durante a difusdo, dissolucdo e
durante as reacGes enzimdticas de carboxilacdo (Brugnoli & Farquhar, 2000).

A fonte de 3C das plantas é o 3CO, atmosférico, no entanto na composi¢io
isotopica das plantas verifica-se um empobrecimento em relacdo a fonte devido ao
fracionamento isotdpico que ocorre durante a difusdo do CO; no ar e ao fracionamento
substancial associado as reacOes enzimaticas que catalisam a carboxilacdo e a
descarboxilacdo durante a fotossintese. Varios efeitos isotépicos fisicos e quimicos
(cinéticos e de equilibrio) estdao envolvidos. Os efeitos isotdpicos cinéticos associados as
carboxilacbes podem ser extensos dependendo da enzima envolvida, ou seja, da via
fotossintética usada. Na realidade, a maior variacdo na composicdo isotdpica das plantas
ocorre com diferentes vias fotossintéticas com diferencas entre 14 a 15%o entre plantas
Cs e Cs. Esta grande diferenca deve-se ao fato da RuBisCO e a PEP-carboxilase, as
principais enzimas envolvidas na carboxilacdo nas plantas C; e Cs respetivamente,
mostrarem diferentes efeitos isotépicos cinéticos intrinsecos. Além do mais, enquanto
o substrato para a RuBisCO é o CO;, gasoso, para a PEP-carboxilase é o HCOs". As plantas
tipo CAM apresentam um metabolismo com uma maior variedade na composicao
isotopica dependendo da proporc¢ao de carbono fixado pela via Cs durante o dia.

Em termos quantitativos, a difusdao do CO, através dos estomas e a posterior
dissolucdo na fracdo aquosa do mesodfilo, produz um fracionamento de 4%o e 0,7%o
respetivamente. O segundo passo no fracionamento, a carboxilacdo levada a cabo pela
RuBisCO, é muito mais evidente, cerca de 29%., devido a elevada afinidade desta enzima
pelo 2CO, em comparacdo com o 3C0,. Os fracionamentos durante a fotossintese ndo
sdo estritamente aditivos, sdo antes, dependentes da taxa de reacdo dos passos
limitantes. A carboxilacdo feita pela RuBisCO é o passo limitante na fotossintese em Cg,
pelo que o material vegetal destas plantas sofre um empobrecimento mais acentuado
do isdtopo pesado de carbono relativamente ao *3C do CO, atmosférico (8*3C = -8%o).

No entanto, esta deplecdo em 3C é varidvel (6'3C entre -34 e -22%., para as plantas em
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C3), apesar de se conhecer os valores do fracionamento da difusdo, dissolucdo e da acdo
da RuBisCO. Esta variacdo é influenciada, em parte, pela abertura e fecho dos estomas.

Podem-se considerar duas situacdes limite. Na primeira, em que os estomas se
encontram praticamente fechados, a taxa da captacdo do CO; geral é limitada pela
difusao inicial e a concentragdo interna de CO; é baixa. Nesta situagdao o processo da
carboxilacdo usa virtualmente todo o carbono disponivel e o fracionamento associado a
carboxilacdo ndo se expressa. Assim, espera-se um fracionamento aproximado ao da
difusdo (4,4%o) o que originaria material vegetal com 8'3C de -12,4%o (considerando que
o valor inicial do CO; atmosférico é de -8%o).

Numa segunda situagdo, em que os estomas se encontrem relativamente abertos,
a concentragdo do CO; no interior da folha é semelhante a concentragdo no exterior,
havendo uma troca constante entre os dois. Neste caso o fracionamento associado a
difusdo para o interior da folha ndo é expresso, o fracionamento aproxima-se do
observado para a carboxilacdo. O §'3C do material vegetal seria aproximadamente -38%o
(considerando o valor do CO. atmosférico, o fracionamento da dissolugdo e o
fracionamento da carboxilacdo). Na realidade, as plantas apresentam um
comportamento intermédio entre estas situacdes extremas (Marshall, Brooks & Lajtha,
2007; O'Leary, 1988; O'Leary, 1993).

Um modelo matemadtico detalhado, que descreve a discriminacdo isotépica do
carbono nas plantas, foi apresentado por Farquhar, O'Leary e Berry (1982). Neste
modelo, os autores dividem o fracionamento durante o percurso efetuado pelo CO; em
4 |ocais distintos: camada limite nas folhas, estomas, transferéncia dos estomas para o

cloroplasto e cloroplasto, em que a discriminacdo isotdpica do carbono é dada por:

eR .
(2) pegimP BRSSP R =L+ /T
“®TR TR TR TR TR

Em que Pa, Ps, Pi e Pc sdo as pressdes parciais do CO; na atmosfera livre, na
superficie da folha, nos espacos intercelulares antes de entrar em solucdo e nos locais
da carboxilacdo respetivamente; ap é a discriminacdo que ocorre na difusdo na camada
limite (2,9%o); a é o fracionamento que ocorre durante a difusdo no ar (4,4%e.); es é o

fracionamento da dissolugcdo do CO; em solucdo (1,1%o); a: é o fracionamento que
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ocorre na fase liquida (0,7%e.); b é a sequéncia de discriminacdes que se verifica durante
a carboxilacdo nas plantas Cs; e e f sdo os fracionamentos que podem ocorrer durante a
respiracdo (Rs - fase ndo dependente da luz da fotossintese) e fotorrespiracdo
respetivamente; k é a eficiéncia da carboxilacdo e I'* é o ponto de compensacdo de CO;
na auséncia da respiracao (Ry).

O valor de b neste modelo ndo é simplesmente o valor da discriminacdo associada
a carboxilacdo efetuada pela RuBisCO, porque mesmo nas plantas em Cz uma propor¢ao
varidvel do carbono é fixado pela PEP-carboxilase e eventualmente, por outras
carboxilases que ndo a RuBisCO, que atuam em paralelo afetando a composicdo
isotépica no geral do carbono fixado. O valor de b contabiliza a participacdo das
diferentes carboxilases que podem intervir.

Existem outras fontes de incerteza na determinacao do fracionamento do carbono
durante a fotossintese, nomeadamente nos processos relativos a respiracdo e
fotorrespiracdo, os termos e e f na equacdo (2), no entanto, estes parecem ter um efeito
pouco significativo. J& o racio Pi/Pa esta linearmente correlacionado com a
discriminacdo do !3C nas plantas em Cs, ou seja, quando o Pi/Pa é pequeno a
discriminacdo isotdpica é dominada pelo fracionamento da difusdo (4,4%o.), quando o
racio Pi/Pa é grande, a discriminacdo é dominada pela carboxilacdo (29%o). E importante
salientar que o que determina o racio Pi/Pa é o balanco entre a capacidade
fotossintética e a condutancia estomatal (Brugnoli & Farquhar, 2000).

Relativamente as plantas em Cs, a discriminagao durante a fotossintese é menos
evidente. Note-se que a fotossintese em Cs ocorre num sistema relativamente aberto
(Fry, 2006) e o CO; enriquecido em *3C no interior das folhas, na sequéncia da ac¢do da
RuBisCO, pode difundir para o exterior. Por outro lado, na fotossintese em Cs, a principal
enzima na fixacdo do carbono é a PEP-carboxilase e sé depois dos compostos Ca
formados passarem para as células da bainha do feixe vascular é que a a¢ao da RuBisCO
ocorre, neste caso, num sistema parcialmente fechado, em que o CO; enriquecido em
13C n3o é difundido para a atmosfera, pelo que é utilizado numa extensdo maior (Gannes
et al., 1998).

Os fracionamentos envolvidos nas reac¢des bioquimicas estdo muito dependentes
se este se dd em sistemas parcialmente fechados ou abertos, ou seja, se existe um

fornecimento continuo dos compostos necessdrios a reacdo. Neste caso, o
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fracionamento originado pelas reacdes enzimaticas é mais evidente do que quando se
trata de um sistema fechado em que os reagentes sdo consumidos na totalidade, ndo

havendo por isso, evidéncias do potencial fracionamento associado a reacao.

2.3.1.2 - METABOLISMO LIPIDICO E BIOSSINTESE DE TRIACILGLICEROIS

A sintese de novo de dos acidos gordos ocorre nos cloroplastos e tem como
percussor o acetil-CoA. A sua biossintese é feita a partir do piruvato (Figura 15), que
pode ter 3 origens diferentes: 1) o piruvato é formado a partir da via glicolitica que apds
a descarboxilagdo oxidativa origina acetil-CoA e CO; (reagao que envolve um complexo
enzimatico denominado piruvato-desidrogenase); 2) a sintese do piruvato é feita a partir
da descarboxilacio do malato; 3) o acetil-CoA é obtido a partir do piruvato na
mitocondria, onde é hidrolisado a acetato. Este deixa a mitocondria e alcanca o

cloroplasto onde é ativado a acetil-CoA pela acetil-CoA-sintetase (Salas et al., 2013).

CO,
O\ /O, CoA-SH i
C NAD' ™  NADH (  S.CoA
| Ac. Lipdico \\\ Y
C—0 \\ FAD / . C
| Complexo enzimatico |
CH, Piruvato-desidrogenase CH;
Piruvato Acetil-CoA

Figura 15 - Descarboxilagdo do piruvato a acetil-CoA (adaptado de Nelson, Lehninger, and Cox, 2008).

A sintese de novo de acidos gordos necessita da acdo combinada de 2 complexos
enzimaticos, a acetil-CoA-carboxilase (Figura 16) e a sintase de dcidos gordos (Figura 17).
O complexo enzimdtico acetil-CoA-carboxilase é uma proteina multifuncional com trés
dominios diferentes: a biotina-carboxilase, a carboxil-transferase e a proteina
transportadora de biotina. A acetil-CoA-carboxilase catalisa a formacdo de malonil-CoA
a partir do CO; e da co-enzima biotina. Inicialmente um grupo carboxilo derivado do

HCOs é transferido para a biotina, numa reacdo dependente de ATP. A biotina é
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carboxilada pela biotina-carboxilase e o CO; é transferido para o acetil-CoA pela

carboxil-transferase.

Proteina

Transportadora de

Biotina-Proteina-

ligase

ATP + HCO3-

Biotina-carboxilase

ADP + Pi

Biotina (BCCP)
Biotina + ATP
AMP + PPi o]
| Acetil-CoA
BCCP-Biotina C\_\\
H.C CA
Carboxil-
BCCP-Biotina- transferase
Co.
2 N H [o)
N | 7/
IC—C—C Malonil-CoA
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Figura 16 - A¢ao do complexo enzimatico acetil-CoA-carboxilase
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Figura 17 - Sequéncia da adigdo de carbonos no
alongamento dos acidos gordos (adaptado de Nelson et
al., 2008).

A sintese das cadeias de 4cidos gordos resulta
de um processo de alongamento em que 0s grupos
acilo do acetil-CoA e do malonil-CoA sdao
transferidos por uma acetil-transferase e uma
malonil-transferase respetivamente, para uma
proteina denominada Proteina Transportadora de
Acilo (ACP). O acetil-ACP e o malonil-ACP reagem
entdo para formar o acetoacetil-ACP numa reagdo
de condensacdo catalisada por uma enzima
condensadora. O acetoacetil-ACP entra numa série
de reacOes catalisadas pelo complexo enzimatico
sintase de acidos gordos (que inclui seis enzimas
assim como a ACP) originando o butiril-ACP. O
butiril-ACP reage com uma nova molécula de
malonil-ACP e a cada sequéncia de reacdes a cadeia
do acido gordo é alongada em 2 carbonos pela
adicdo de malonil-ACP, sendo o produto final o
palmitil-ACP (16:0) ou o estearil-ACP (18:0). Este

ultimo alongamento é importante para definir o

racio C16/C1s de acidos gordos no fruto.
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E na cadeia de 18 carbonos (estearil-ACP) que pode ser introduzida, através de uma
dessaturase, uma dupla ligacdo entre o C-9 e C-10, para formar oleil-ACP, que pode ser
transportado para o reticulo endoplasmatico para posteriores transformacgdes. Estas
transformacoes, catalisadas por dessaturases, ddo origem aos acidos gordos
insaturados presentes no azeite, tal como o acido oleico (18:1), o acido linoleico (18:2)
e o acido linolénico (18:3) (Campos, 2005; Nelson et al., 2008; Salas et al., 2013).

Os triacilglicerdis sdao formados pela reacdo de 2 grupos acilo-CoA em 2 4acidos
gordos com o glicerol-3-fosfato, para formar 4cido fosfatidico. Este produto é
posteriormente desfosforilado a di-acilglicerol, que ird reagir com um terceiro acido

gordo e produzir um triacilglicerol.

2.3.1.2.1 - Fracionamento isotdépico do carbono na biossintese de

triacilglicerois

A discriminacdo isotdpica do carbono nos diferentes compostos e metabolitos das
plantas, em comparacdo com os valores de 8§'3C observados nas anélises em bulk podem
ser consideraveis. Uma das maiores diferencas observaveis é respeitante aos lipidos,
que sdo significativamente empobrecidos (-5 a -10%eo) relativamente ao 8*3C total da
planta. Esta deplecdo em *3C nos acidos gordos e lipidos em geral, pode estar
relacionada com fracionamentos secundarios associados a descarboxilacdo do acido
piravico pela piruvato-desidrogenase (Brugnoli & Farquhar, 2000; Hayes, 2001; O'Leary,
1981; O'Leary, 1988). A piruvato-desidrogenase é um complexo enzimatico (Figura 15)
que oxida mais rapidamente o piruvato com um grupo carbonilo com '2C do que o
piruvato com 3C. Esta oxidacdo produz acetil-CoA empobrecido em 3C

comparativamente a fonte de piruvato (Gannes et al., 1998; Melzer & Schmidt, 1987).

2.3.2 - FONTE DE HIDROGENIO E OXIGENIO - CICLO HIDROLOGICO

A determinac3o das razdes isotdpicas de 8?H e 830 na avaliacdo da autenticidade
e origem geografica de produtos alimentares é particularmente interessante uma vez
gue a fonte do hidrogénio e oxigénio organicos é a hidrosfera. A dgua metedrica (termo

utilizado para designar a 4dgua da chuva) que passou pelo ciclo meteorolégico da
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evaporacdo, condensacdo e precipitacdo “acaba” por constituir a dgua subterranea
captada pelas plantas (Perri, Benincasa & Muzzalupo, 2012). A relevancia da
determinacdo das razdes isotdpicas de &°H e 8'80, prende-se com o fato destas
refletirem: 1) os respetivos rdcios na dgua captada pela planta (que depende da latitude,
elevacdo, distancia ao oceano, temperatura e quantidade de precipitacdo, 2) os efeitos
da difusdo e evaporacdo durante a transpiracao (afetados pela temperatura, humidade
relativa e composicdo isotdpica do vapor de agua) e 3) as vias metabdlicas incluindo as
trocas isotdpicas entre as moléculas organicas e a 4gua na planta (Camin, et al., 2010b).

As variacOes isotdpicas da agua no meio ambiente, providenciam um marcador
importante do ciclo hidroldgico. A interpretacdo dos racios isotépicos no vapor de agua,
chuva, neve e gelo depende do entendimento dos processos (principalmente mudancas
de fase) que conduzem a essa variacdo isotépica (Cappa, 2003). Variacdo essa, que se
deve a que ao longo do ciclo hidroldgico, a partir da evaporacdo da dgua nos oceanos e
da precipitacdo em direcdo ao interior das massas terrestres, o fracionamento isotépico
vai deixando para tras os isétopos mais pesados (Fry, 2006).

O fracionamento isotdpico é um processo governado pelas massas das moléculas
envolvidas. Como referido anteriormente, os efeitos isotdpicos que determinam o
fracionamento das moléculas de dgua isotopicamente mais pesadas sao, por um lado, o
fato da massa mais pesada levar a uma velocidade de difusdo menor e, por outro lado,
o comportamento das ligacdes quimicas ser diferente para as moléculas com massa
superior, pois as fases com ligacGes mais fortes sdao preferidas (sélida > liquida > vapor)
(Sodemann, 2006).

Como exemplo, considere-se o processo de evaporacdo da agua a partir de uma
massa de dgua com composicdo isotdpica igual ao padrdo SMOW (580 = 0%o e 6°H =
0%o). As moléculas de dgua isotopicamente mais leves vao evaporar preferencialmente
e vao formar vapor de agua empobrecido nos isotopdmeros mais pesados,
relativamente ao padrdo, e deixar para tras um corpo de agua (superficie do oceano)
enriquecido nestas formas mais pesadas. Por outro lado, quando o vapor de agua
atmosférico condensa em gotas de 4gua, as moléculas de dgua mais pesadas vao
preferencialmente formar uma fase liquida (ou sélida), originando chuva enriquecida e
deixando para tras uma fase de vapor empobrecida nestas formas mais pesadas, ou seja,

com um &?H e 580 cada vez mais negativo (Figura 18).
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Figura 18 — Processos de fracionamento ao longo do ciclo hidrolégico. 820 e 8%H relativamente ao padrio de
referéncia VSMOW (adaptado de http://www.sahara.arizona.edu/programs/isotopes/oxygen.html)

Se o sistema oceano-atmosfera estivesse em equilibrio termodinamico entdo a
determinacdo do fracionamento isotdpico durante a evaporacdo seria relativamente
facil. No entanto, o sistema oceano-atmosfera ndo é um sistema em equilibrio, e tanto
as propriedades microscopicas da dgua, como as propriedades macroscépicas do
transporte das moléculas de dgua através do ar, sdo importantes para compreender o
fracionamento isotépico no vapor de agua e na precipitacdo (Cappa, 2003).

A evaporacdo é o primeiro passo do ciclo hidrolégico e exerce um papel crucial na
determinacdo dos racios isotopicos na precipitacdo a nivel global. A evaporacao a partir
da superficie de um corpo de dgua esta sujeita a fracionamentos isotdpicos de equilibrio
e cinéticos como explica o modelo proposto por (Craig & Gordon, 1965). Diretamente
na interface da superficie da d4gua e do ar, as duas fases estdo em equilibrio isotdpico,
com o vapor a ficar empobrecido em cerca de 9%o em 580 e 80%o0 em 8%H em relac3o a
superficie do oceano (Fry, 2006). No entanto, os efeitos cinéticos sdo significativos
guando a evaporacdo se da em direcdo a ar ndo saturado, ou quando o vapor de dgua
gue se forma acima da superficie do oceano, for continuamente transportado devido a
processos turbulentos. Nestes casos, a reacdo de mudanca de fase ndo consegue
alcancar um equilibrio, é forcada para um lado da equacdo da reag¢do. De um modo

geral, considera-se que a baixas latitudes, onde ocorre a maior parte da evaporacao a
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partir dos oceanos, a composicdo isotopica da atmosfera em relagcdo ao oceano é -86%o
para o 8°H e -12%o para o 580 (Cappa, 2003).

Relativamente a composic3o isotépica da precipitacdo, a variacdo global do 3°H e
880 é controlada pelo transporte de massas de ar a partir dos trépicos (onde a maior
parte da humidade atmosférica é derivada da evaporacdo de agua do oceano) para as
regioes polares. Durante o transporte, as massas de ar arrefecem, levando a continuas
condensacdes e consequente precipitacdo, até as latitudes mais elevadas em ambos os
hemisférios.

A condensacdo nas nuvens € um processo em equilibrio, visto que a humidade
relativa é de 100%. O fracionamento originado pelos efeitos isotdpicos de equilibrio
durante a condensacdo favorecem a transferéncia do isétopo mais pesado para a fase
liguida, subsequentemente, a continua destilacdo das massas de ar leva a um, cada vez
maior, empobrecimento em 2H e 20 na precipitacdo (fracionamento de Rayleigh)
(Dansgaard, 1964). Devido a extensdo do fracionamento em si aumentar com a descida
das temperaturas, a deplecdo em 2H e 80 na precipitacdo resultante do fracionamento
de Rayleigh, é ampliada durante o transporte em direcdo as latitudes mais elevadas
onde se observam os valores isotopicos mais baixos (van der Veer, Voerkelius, Lorentz,
Heiss & Hoogewerff, 2009) (Figura 19).

A primeira avaliacdo detalhada dos fatores que determinam a composicdo isotépica
da precipitacdo foi feita por Dansgaard (1964). Ele demonstrou que a distribuicdo
geografica na composicdo isotépica da precipitacdo estava relacionada com parametros
ambientais, tais como a latitude, altitude, distdncia ao oceano, quantidade de
precipitacdao e temperatura.

A composicdo isotdpica da precipitacdo exibe uma variacdo em funcao do efeito de
Rayleigh, com o empobrecimento progressivo das nuvens ao longo do ciclo hidroldgico,
e da temperatura, que afeta o fracionamento de equilibrio entre as nuvens e a
precipitacdo formada. Este efeito da temperatura e empobrecimento progressivo, estd
por trads da variacdo geografica e sazonal da composicdo isotdpica da precipitacdo. Os

efeitos desta variacdo podem ser resumidos em:
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Figura 19 — Valores de 820 e 8%H da precipitagdo anual global e no continente europeu (adaptado de
http://wateriso.utah.edu/waterisotopes/)

Efeito de latitude - A precipitacdo vai ficando cada vez mais empobrecida a medida
gue se avanca para latitudes mais elevadas.

Efeito de altitude - Os racios isotépicos da precipitacdo geralmente diminuem com
a altitude, no entanto essa diminuicdo ndo é linear, é influenciada pela saturacdo do
vapor de 4dgua e pela temperatura.

Efeito continental - Os rdcios isotopicos diminuem a medida que aumenta a
distancia ao oceano. Os valores isotdpicos vao sendo mais negativos a medida que as
nuvens avangam nas massas continentais.

Efeito sazonal — Os valores isotdpicos sdo mais negativos no inverno e menos
negativos no verao.

Efeito de quantidade — Os valores isotépicos sdo mais negativos quando a
guantidade de precipitacdo é muito elevada. A humidade relativa aumenta diminuindo
a evaporacdo que se da durante a precipitacdo (como acontece por exemplo durante
tempestades em zonas tropicais).

Os 4atomos de hidrogénio e oxigénio que compdem as plantas sdo
predominantemente provenientes da agua, pelo que os processos que afetam a

composicao isotdpica da dgua, também afetam a composicdo isotdpica das plantas. As
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maiores fontes da variacdo isotépica na dgua das plantas é a composicdo isotdpica da
precipitacdo e o enriquecimento nos isétopos pesados (tanto 2H como 80) na dgua de
evaporacdo ao nivel da superficie do solo e da evaporacdo da superficie das folhas
durante a transpiragdo.

A captacdo de agua pela planta ndo implica nenhum processo de fracionamento,
pelo que a agua no xilema é idéntica a 4gua do solo até que alcance as folhas onde se
dad a evaporacdo. A transpiracdo nas folhas leva a um fracionamento da dagua
proveniente do xilema e esta torna-se enriquecida nos isétopos pesados. Este é um dos
motivos pelo qual a determinacdo do enriquecimento isotdpico nas folhas estd
relacionado com a envolvéncia ambiental, nomeadamente a humidade relativa. Note-
se que o hidrogénio e oxigénio dos compostos organicos integrantes dos tecidos
vegetais podem ser provenientes de ambos os reservatdrios de dgua pelo que 0 8°He o
380 na matéria organica é influenciado tanto pela dgua do xilema como pela dgua

enriquecida das folhas (Marshall et al., 2007).

2.3.2.1 - FRACIONAMENTO ISOTOPICO DO HIDROGENIO

A principal fonte de hidrogénio de qualquer composto organico na biosfera é a agua
e, no caso especifico das plantas, é a dgua presente nas folhas. O racio 2H/*H est3
dependente de fatores geograficos (altitude, latitude, etc.), climaticos (precipitacdo,
temperatura, humidade, etc.), fisiolégicos (evapotranspiracdo nas plantas) e fatores
relacionados com o metabolismo.

A transferéncia de H* da dgua para as moléculas organicas normalmente requere
uma reducdo para formar NADPH. A primeira grande mudanca no valor de &H foi
observada por Yakir e DeNiro (1990) que estipularam um fracionamento na celulose
relativamente a dgua de 171%o.. No entanto, no geral, o valor médio do 8°H n3o é t3o
negativo, devido ao enriquecimento de posteriores trocas com a dgua durante muitas
das reacdes metabdlicas (Hayes, 2001).

O H do NADPH é a fonte de hidrogénio mais importante na biossintese de produtos
secundarios. As reacdes mais relevantes para o fracionamento isotépico do hidrogénio
sdo as que implicam transferéncias entre grupos funcionais e o NADPH, entre ligacOes

duplas C=C através de flavoproteinas e adicdo ou remocdo de dgua nas ligacdes duplas
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C=C através de liases (Schmidt, Werner & Eisenreich, 2003). No entanto, estas reacoes
ocorrem em sistemas parcialmente fechados, o que implica que os efeitos do
fracionamento estdo dependentes da quantidade de hidrogénio disponivel para as
reacles e se se trata de reagcdes metabdlicas que originam produtos que seguem vias
diferentes.

A fracdo lipidica das plantas esta diretamente correlacionada com a dgua metedrica
disponivel (Schmidt et al., 2003). Existem trés raz8es principais para a variabilidade
isotépica do hidrogénio nos lipidos: 1) a composicdo isotépica dos percursores
biossintéticos; 2) efeitos isotdpicos associados as reacdes biossintéticas (incluindo as
trocas de H dos compostos organicos com a dgua) e 3) a composicao isotépica do
hidrogénio adicionado, normalmente a partir do NADPH, durante a biossintese dos
lipidos. Neste ultimo caso, é relevante o fato de poderem existir diferentes
reservatorios de NADPH nos diferentes compartimentos da célula. Nas plantas o NADP*
é reduzido a NADPH em dois processos distintos: a cadeia de transporte de eletroes
associada a fotossintese no cloroplasto e durante a oxidacdo dos agucares na via das
pentoses fosfato, no citosol. A fonte do hidrogénio para o NADPH é diferente para cada
um dos casos, no caso do NADPH nos cloroplastos, proveniente da fotossintese, a fonte
do hidrogénio é a dgua. No caso do NADPH presente no citosol, proveniente da via das
pentoses fosfato, a fonte de hidrogénio sdo as ligacdes com o carbono nos acucares

(Sessions, Burgoyne, Schimmelmann & Hayes, 1999).

2.3.2.2 - FRACIONAMENTO ISOTOPICO DO OXIGENIO

O oxigénio é um bioelemento muito importante, fornece grupos funcionais para a
maioria dos compostos organicos, contribuindo assim para as suas propriedades fisicas
e quimicas. As possiveis fontes de oxigénio em qualquer material organico sao o didxido
de carbono atmosférico (8'80 de +40,3 a +42,57%o, dependendo da latitude e altitude)
as dguas subterraneas (8'80 de -10 a +2%o que levam a que a dgua das folhas tenha 580
de -5 a +10%o) e o oxigénio atmosférico (520 de +23,5 a +23,8%o) (Mader, Schmidt, van
Geldern & Barth, 2017; Schmidt, Werner & RoBmann, 2001). No entanto, apenas o
oxigénio proveniente da agua no solo parece ter relevancia na composicdo isotdpica

exibida pelas moléculas organicas produzidas pelas plantas. Yakir e DeNiro (1990)
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avaliaram as diferentes fontes de oxigénio na formacdo da celulose. Neste estudo, em
gue os racios isotépicos do O, atmosférico e do CO,, eram controlados, verificaram que
0 60 da celulose n3o refletia de forma evidente nenhuma destas fontes de oxigénio,
mas sim da agua captada pela planta.

Além dos fatores mencionados anteriormente, que influenciam a composicdo
isotdpica da precipitac3o, o racio isotépico 80/*°0 nos tecidos vegetais reflete n3o sé a
fonte de agua das plantas, mas também os efeitos da evaporacao e difusdo durante a
respiracdo e as trocas isotépicas entre as moléculas orgénicas e a agua.

A evaporacao de agua nas folhas influencia a composicdo isotépica do material
organico nas plantas. Este enriquecimento em 80 deve-se a um fracionamento cinético
na difusdo de vapor de agua nos estomas durante a transpiracdo. Quanto maior for a
condutancia nos estomas, menor sera o enriguecimento.

Além do fracionamento isotdpico, que resulta no enriquecimento em 80 nas folhas
devido a evaporacao, a troca de atomos de oxigénio entre moléculas orgéanicas e a dgua,
também influencia o 8'80 no material vegetal. Os dtomos de oxigénio nos grupos
carbonilo estdo 25 a 30%. mais enriquecidos do que a agua a partir do qual se formam

(Barbour, Cernusak & Farquhar, 2005).
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3 - TECNICA ANALITICA

Os avancos a nivel analitico e equipamentos cada vez mais precisos, levaram a um
aumento da aplicacdo de técnicas que utilizam as variacdes dos isétopos estaveis como
marcadores naturais em processos bioldgicos, quimicos e fisicos (Sharp, 2017).
Atualmente estas técnicas sdo utilizadas em geologia, ecologia, arqueologia,
climatologia, mas também em areas mais especificas como na protedmica (Schneider &
Hall, 2005), na bioquimica como marcadores das vias metabdlicas (Batista Silva, Daloso,
Fernie, Nunes-Nesi & Araujo, 2016), na industria farmacéutica para concec¢do de novos
farmacos (Zachleder et al., 2018), para determinar a proveniéncia de medicamentos
(Wokovich, Spencer, Westenberger, Buhse & Jasper, 2005) ou substancias utilizadas na
producdo de medicamentos (Jasper, Zhang, Poe & Linhardt, 2015), na industria
cosmética (Camin, Bontempo, Ziller, Piangiolino & Morchio, 2010), etc..

Nos ultimos anos a determinacdo dos racios isotdpicos de elementos leves como o
carbono, o hidrogénio e o oxigénio tém tido uma importancia crescente na verificacdo
da autenticidade e proveniéncia de diferentes tipos de alimentos (Gonzalvez, Armenta
& de la Guardia, 2009), pois ao contrario dos métodos analiticos quimicos a
espetrometria de razdOes isotdpicas utiliza um parametro fisico que permite distinguir
substancias quimicamente idénticas (Rossmann, 2001)

Neste estudo determinaram-se as razdes isotdpicas do carbono, hidrogénio e
oxigénio através da técnica hifenada EA-IRMS (Andlise Elementar — Espetrometria de
Massa de Razdes Isotdpicas) em azeites de diversas localizacGes referentes a 2 regides
com diferentes carateristicas geograficas e edafoclimaticas. Os dados analiticos obtidos
juntamente com as variaveis relacionadas com a localizacdo das amostras requerem
uma abordagem quimiométrica de todos os parametros considerados, pelo que diversas

técnicas de quimiometria foram aplicadas.

3.1 - ESPETROMETRIA DE MASSA DE RAZOES ISOTOPICAS

A espetrometria de massa foi um dos instrumentos fulcrais em avancos cientificos
notaveis, em diversas areas de estudo, desde o inicio do séc. XX. O espetrometro de

massa, originalmente desenvolvido para estudos na area da fisica, permitiu a descoberta
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dos isétopos, o seu reconhecimento como espécie fundamental na composicdo dos
elementos e na investigacdo da composicdo isotépica elementar. A espetrometria de
massa de razdes isotdpicas é uma técnica metroldgica, de elevada precisdo que tem sido
usada na quimica, bioquimica, cosmologia, ciéncias ambientais, geologia, fisica e
pesquisa nuclear (De Laeter & Kurz, 2006).

Para alcancar niveis de precisdo com valores de & que podem ir a 0,1%o, este
equipamento requer a capacidade de diferenciar récios isotépicos com uma precisao de
10, e isto requer tecnologia especifica (Sabatelli, Pearson & Jasper, 2017). O
espetrémetro de massa de razoes isotdpicas (IRMS — Isotope Ratio Mass Spetrometry)
difere dos instrumentos convencionais na area da espetrometria de massa, pois o
produto que se pretende analisar é conhecido e os campos elétrico e magnético sdo
mantidos constantes para que as variacoes isotopicas de uma espécie quimica sejam
medidas com elevada precisdo. Para proceder a anadlise isotdpica as amostras tém de
ser introduzidas no IRMS sob a forma de gases puros. Existem diferentes abordagens na
preparacao de amostras para analise isotdpica. O analisador elementar é uma delas e
foi o primeiro sistema hifenado ao IRMS. Atualmente existem outras técnicas,
nomeadamente as que aliam a cromatografia a analise isotdpica como a técnica de GC-
IRMS (Gas Chromatography-lsotope Ratio Mass Spectrometry) que permite a analise
isotdpica de compostos especificos.

Os principais componentes do EA-IRMS encontram-se esquematizados nas figuras
20 e 21 e consistem em quatro passos fundamentais: A combustdo ou pirdlise da
amostra utilizando o analisador elementar, a introducdo dos gases obtidos na fonte
idnica do espetrémetro de massa através de uma interface, a ionizacdo das moléculas
de gas e posterior separacdo e detecdo dos ides no espectrometro de massa e, por

ultimo, o registo e avaliacdo dos dados obtidos (Carter & Barwick, 2011).

3.1.1 - ANALISADOR ELEMENTAR

Um analisador elementar permite a medicdo em bulk das amostras e o seu
funcionamento baseia-se fundamentalmente na conversao de uma amostra liquida ou
solida em gas a altas temperaturas. A conversao da amostra em gas pode ser efetuada

de 2 modos diferentes: combustdo ou pirdlise. O modo de combustdo utiliza-se para a
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determinacdo das razdes isotdpicas de carbono, azoto e enxofre, enquanto o modo de

pirdlise se utiliza na determinacdo do hidrogénio e oxigénio.

3.1.1.1 - MODO DE COMBUSTAO

No modo de combustdo, a amostra é sujeita a uma temperatura de 1020°C
utilizando o oxigénio como comburente obtendo-se assim o carbono, o azoto e o
enxofre da amostra sob a forma de CO3, N, e SO; respetivamente.

A combustdo da-se numa atmosfera enriquecida com O3, num reator de quartzo,
de modo a produzir COz, NOx e H,0. Finalizada a combust3do, é removido o excesso de
oxigénio e o NOy é reduzido a N,. Apds o reator encontra-se uma armadilha de 4dgua e
uma coluna de cromatografia que separa os gases provenientes do reator (CO2 e N2) que
passam por um detetor de condutividade térmica (TCD) que permite visualizar a
separagao entre os picos de CO; e N,. Os gases sdao posteriormente transferidos para o
detetor (IRMS) através de uma interface. O IRMS mede o racio isotdpico dos ides
correspondentes a cada uma das formas isotdpicas (isotopdlogos) dos gases. Por
exemplo, na andlise isotdpica do carbono o espetrémetro deteta os ides com razdes m/z
de 44, 45 e 46 correspondentes aos ides produzidos de moléculas de CO, contendo *°C,
13¢, 80, 170 e 180 nas suas varias combinac¢des mais frequentes (Carter & Barwick, 2011;

Ferreira, 2008)

Diluigdo
R Sinal da amostra
Sinal da amostra . .
ajustado com o gas de
co, referéncia

N, coCO: Nz

Analisador . . g
Elementar em modo Interface || '\ “ I spectrometro de

de combustio | 1 1 massa (IRMS)
A

Sinal dos gases de

)

Coluna de
cromatografia

Diédeo de Azoto
carbono
(N2)
(co,)

Gas de arraste
(Hélio)

Gases de referéncia

Figura 20 - Esquema simplificado de um EA-IRMS em modo de combustdo para a determinagdo de 6'3C e 3'°N (adaptado de
Carter & Barwick, 2011).

51



3.1.1.2 - MODO DE PIROLISE

Um analisador elementar em modo de pirdlise (para a andlise de hidrogénio e
oxigénio) difere relativamente ao modo de combustdo no tipo de reator utilizado e no
seu enchimento, que neste caso é um reator ceramico contendo um tubo de carbono
vitreo. A pirdlise da-se na auséncia de oxigénio (a decomposicao quimica da-se pela acdo
da temperatura) a uma temperatura de 1450 °C e os produtos formados sdo o CO e o
H,, utilizados para a determinagao isotdpica do oxigénio e hidrogénio respetivamente.
Também estes sdo separados por uma coluna de cromatografia, passam no detetor de
condutividade térmica (TCD) e sdo transferidos para o detetor (IRMS) através de uma

interface.

Diluigdo
Sinal da amostra Sinal da amostra
ajustado com o gas
co de referéncia
H CO H,
Analisador 2 co H,

Espectrometro de
Elementar em Interface jl_A_A_I—l_ massa (IRMS)
modo de pirdlise | 1 1
A

Sinal dos gases de
((‘)) referéncia

Coluna de
cromatografia

Monéxido
de carbono
(co)

Hidrogénio
(H2)

Gas de arraste

(Hélio) Gases de referéncia

Figura 21 - Esquema simplificado de um EA-IRMS em modo de pirdlise para a determinagdo de 620 e 6?H (adaptado de Carter &
Barwick, 2011).

3.1.2 - INTERFACE

Ainterface permite ligar o analisador elementar ao IRMS. Este instrumento controla
o volume dos gases que saem do analisador elementar (que por vezes necessitam de ser
ajustados) e proporciona o meio de introducdo dos gases de referéncia (CO2, N2, CO e

H), contra os quais os gases provenientes da amostra vao ser medidos (Figuras 20 e 21).
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3.1.3 - IRMS

O espetrémetro de massa de razdes isotdpicas consiste em 3 sec¢des fundamentais:
A fonte (ionizacdo, formacao do feixe de ides e aceleracdo), o analisador (deflexdo de

ides) e o coletor (detecdo de ides) (Figura 22).

Analisador
(eletroiman)

m/z 3 (HD)

RVEZng) * m/z 44, 45, 46 (CO,)

Detetor * m/z 28, 29, 30 (N,,CO)
(copos de Faraday) « m/z 32, 33, 34 (0,)
* m/z 64, 66 (SO,

Fonte de ionizagdo

Figura 22 — Esquema simplificado de um Espetrometro de Massa de Razdes Isotdpicas (IRMS) (adaptado de
http://www.ebd.csic.es/IsotopeCourse/Conferences/2014%20Fundamentals%200f%20IRMS%20-
%20EBD%20course%20-%20Sevilla%20[Lecture%20seule].pdf)

3.1.3.1 - FORMACAO DE IOES: FONTE IONICA DE IMPACTO DE ELETROES

Na espetrometria de massa de razdes isotdpicas a técnica de ionizacdo utilizada é a
ionizacdo eletrdénica, na qual os ides sdo gerados através do impacto com eletrées. Na
fonte de ionizacdo um filamento de iridio revestido de tungsténio aquecido (catodo)
produz eletrGes que passam através da camara de ionizacdo e sdo recolhidos na
armadilha de eletrdes (dnodo). Dois imanes presentes na camara de ionizagdo
produzem um campo magnético paralelo ao feixe de eletroes que deste modo fica
restrito a uma passagem estreita o que faz aumentar o numero de iGes criado por
molécula de gas. Quando uma amostra gasosa passa pela cdmara de ionizacdo as suas
moléculas sdo atingidas pelo feixe de eletrdes a alta velocidade, esta aproximacgdo ou
colisdo entre os eletrées do feixe e as moléculas gasosas pode originar a formacdo de
um ido negativo (pela captacdo de um eletrdo) ou, pelo contrario, originar a remogao

de um eletrdo da molécula formando um ido positivo (ex: CO2*). Sdo estes ides positivos
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gue sdo acelerados para fora da cdmara de ionizacdo e focados com um sistema de

lentes até ao detetor.

3.1.3.2 - DEFLEXAO DE IOES: O ELETROIMAN

Uma particula carregada em movimento cria um campo magnético. Se esta
particula se move num campo magnético externo vai haver uma forca aplicada na
particula a medida que esta interage com o campo magnético. Esta forca é chamada
forca de Lorentz. A forca de Lorentz é perpendicular a direcdo em que se desloca a
particula e perpendicular a direcdo do campo magnético. A forca de Lorentz deflecte as
particulas num caminho circular com um raio que é funcdo tanto da massa da particula
como da sua carga. O resultado é que os ides ao passarem por um campo magnético
externo sdo separados em feixes individuais, cada feixe tendo um racio de massa/carga
(m/z) Unico. Deste modo quando um ido de massa m e carga z é acelerado por um
potencial V e se desloca num campo magnético uniforme B, entdo o ido é forcado a
mover-se numa Orbita circula de raio r (devido do efeito da forca de Lorentz). Este
movimento é definido pela equacdo (3) e é o principio base dos espectrometros de

massa de setor magnético.

3) m B?r2
z \2v

Nos espetromeros de massa de setor magnético, campos eletrostaticos aceleram

os i0es para o exterior da fonte de ionizacdo.

3.1.3.3 - DETECAO DE IOES: COLETOR MULTIPLO (“FARADAY CUPS”)

O copo de Faraday capta as particulas carregadas no vacuo. Quando os ides atingem
o metal de que é feito o copo de Faraday, eletrdes fluem através de um circuito
eletréonico ao encontro desses ides de modo a neutraliza-los. Este fluxo de eletrdes é

uma corrente que pode ser medida e a sua magnitude é proporcional ao nimero de ides
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gue atingem o copo de Faraday. Para determinadas condi¢cbes todos os iGes que
atingiram um copo de Faraday em particular tém racios de massa/carga idénticos.
Atualmente os equipamentos tém multiplos copos de Faraday, permitindo a andlise em
simultaneo de vérios isotopdlogos com razdes m/z diferentes (por ex. 12C**0, com massa

44, 13C1%0, com massa 45 ou >C*80®0 com massa 46) (Erkkila et al., 2017).

3.1.2 - NOTAGAO §

A composicdo isotdpica de um elemento é normalmente expressa pelo racio molar
(R), ou seja, os isotopos estdveis medem-se como um racio dos dois is6topos mais
abundantes de um dado elemento, mais precisamente, a composicao isotépica de uma

amostra é medida como o récio do is6topo mais pesado relativamente ao mais leve (4).

(4) _ Abundancia do is6topo pesado
"~ Abundancia do isétopo leve

Por exemplo, para o 20, que tem uma abundéancia de 0,204% comparativamente
com 0s 99,759% do °0, o racio (R=20/®0) é de 0,00204 (Clark & Fritz, 2013).

Medir o racio isotdépico absoluto (ou abundancia) ndo é uma tarefa facil e requer
equipamentos muito sofisticados, além do mais, haveria muita dificuldade em comparar
estes valores absolutos entre laboratdrios, devido ao erro inerente aos equipamentos,
pelo que se optou por aquilo que se pode chamar um racio aparente ou notacao d. Este
racio aparente consiste em medir o racio isotdpico da amostra comparativamente a um
gas de referéncia. Ao medir o racio isotopico de um gas de referéncia conhecido, no
mesmo equipamento e ao mesmo tempo, pode-se comparar o racio da amostra com o
racio da referéncia, eliminado desse modo o erro associado as variacbes operacionais.
Outro aspeto a considerar é o facto de na maioria dos casos a abundancia de um dos
isGtopos exceder largamente a abundancia do outro, por exemplo, o 2C é 89 vezes mais
abundante que 3C, consequentemente o racio 3C/*2C é um nimero muito pequeno,

assim a notacdo d (5) e (6) representa o racio normalizado da amostra (Rx), em que o R
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é o racio da abundancia do is6topo pesado pelo isétopo mais leve, relativamente a um

padrdo (Rstd), em partes por mil (per mil, %o) (Gannes et al., 1998).

Ry —R
(5) 5= (X—“d) x 1000
Rstd
(6) Ry
6=[< )—1]><1000
Rstd

A introducdo deste conceito visou facilitar a comparacdo de resultados entre
diferentes laboratérios normalizando os dados a uma escala internacional. O termo
“normalizacdo” descreve os vdérios algoritmos que convertem os racios medidos nos
equipamentos para a escala reconhecida internacionalmente, em que os valores sdo
expressos relativamente aos padrées de referéncia primarios. Na maioria dos casos o
software dos equipamentos executa esta normalizagdo automaticamente, tal como as
correcOes necessarias para minimizar interferéncias (Carter & Barwick, 2011).

Os materiais de referéncia utilizados para calibrar os padrdes usados na
determinacdo de isdtopos estdveis sdo distribuidos por agéncias internacionais como a
Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA — International Atomic Energy Agency)
em Viena na Austria, a USGS (United States Geological Survey) ou a NIST (National
Institute of Standards and Technology) nos Estados Unidos da América. Estes materiais

de referéncia dividem-se em 3 categorias (Stichler, Gonfiantini & Rozanski, 1995):
1) PadrGes de referéncia primdrios: Materiais naturais ou virtuais relativamente

ao0s quais os racios de isdétopos estdveis em compostos naturais sdo expressos

usando a notacdo 0 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Composigao isotépica dos padroes de referéncia primarios (adaptado de Hayes, 2002)

Réacio Valor aceite
isotépico (x 10%) @
Standard Mean Ocean Water (SMOW) ou
Vienna Standard Mean Ocean Water (SMOW) 2H/'H 155,76 + 0,10
170/%%0 3799+ 1,6
180/160 2005,2 + 0,43
PeeDee Belemnite (PDB) ou

Vienna PeeDee Belemnite (VPDB) 13¢c/12c 11180 + 16

170/%%0 3859+ 1,6

180/%%0 2067,2 + 2,1

Air (Air)
5N/N 3676,5 1+ 8,1
Canyon Diablo Troilite (CDT) ou

Vienna Canyon Diablo Troilite (VCDT) 345/325 45004,5 + 9,3

a—Valores aceites para um intervalo de confianga de 95%

SMOW (Standard Mean Ocean Water) — Referéncia usada inicialmente para
expressar as variacdes relativas de 2H/*H e ¥0/%*0 na 4gua. A definicdo
inicial de SMOW era baseada num padrdo conhecido por NBS-1, uma
amostra de dgua do rio Potomac, no entanto, a composicdo isotdpica de
SMOW era um conceito, o padrao ndo existia fisicamente, como tal, ndo
podia ser usado para a calibracdo de medidas laboratoriais. Posteriormente
foi criado o V-SMOW (Vienna-SMOW), um padrdo fisico, com uma
composicao isotdpica praticamente idéntica a definida inicialmente para o
SMOW e utilizado universalmente como padrdo de referéncia primario para
expressar as variacdes dos isdétopos estaveis de oxigénio e hidrogénio e
define o valor “0” para0 5 80 e 0 6 2H.

PDB (Peedee Belemnite) — Padrdo primdrio utilizado para expressar as
variacdes entre is6topos estdveis de carbono e oxigénio. Consiste num
carbonato de cdlcio proveniente de uma belemnite (grupo extinto de
cefaldopodes ) descoberta num depdsito marinho da formacdo Peedee
(formacdo geolégica do Cretacio, na Carolina de Sul, Estado Unidos). Este
padrdo também ndo existe fisicamente, uma vez que se esgotou faz muito
tempo. Atualmente utilizam-se outros materiais indiretamente calibrados

relativamente a ele, nomeadamente o NBS-19, calibrado versus um
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hipotético VPDB (Vienna-PDB) com um valor isotépico supostamente
idéntico ao PDB original.

e N, atmosférico — O azoto presente na atmosfera tem uma composi¢do
isotopica extremamente homogénea e como tal bastante adequado como
padrdo de referéncia primario para as determinacdes dos isdtopos estdveis
de azoto.

e CDT (Canyon Diablo Troilite) — Padrdo primario para expressar variacoes
entre os isdtopos estaveis de enxofre e, tal como o PDB, este padrdo ja se
esgotou. Consistia inicialmente num sulfureto de ferro presente num
meteorito originario do Canyon Diablo no Arizona, Estados Unidos.
Atualmente utilizam-se padroes de sulfureto de prata nomeadamente o

IAEA-S1 e o IAEA-S2 calibrados versus um hipotético V-CDT (Vienna-CDT).

2) - Materiais de calibracdo: Compostos naturais ou sintéticos cuidadosamente

calibrados com os padrdes de referéncia primarios (adotados internacionalmente).

2.1) — Materiais de calibracdo internos ou padrdes de trabalho: Materiais de
calibracdo utilizados internamente nos laboratérios e cuja rastreabilidade até aos

padroes primarios pode ser estabelecida.

3) — Materiais de inter-comparacao: Compostos naturais ou sintéticos usados em

ensaios inter-laboratoriais para aferir a qualidade das medic¢des efetuadas.

Os padrdes primarios utilizados na notacdo 0 tém um valor de 0%, 0 que de
acordo com a prépria definicdo de o faz sentido, porque quando um padrdo é medido
contra ele proprio a diferenca é “zero”. O que ndo quer dizer que os padrdes ndo tenham
uma determinada quantidade de is6topos pesados ou leves, simplesmente que a
diferenca relativamente ao padrdo ndo existe (Fry, 2006). Os valores de o sdo
frequentemente valores negativos, o que significa que a amostra que estamos a medir
é menos enriquecida no isdtopo pesado que o padrdo contra a qual a estamos a medir

(Sulzman, 2007).
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3.2 - QUIMIOMETRIA

O termo quimiometria foi inicialmente utilizado em 1971 para descrever o
crescente uso de modelos matematicos, principios estatisticos e outros métodos
baseados na légica, no campo da quimica e em particular no campo da quimica analitica.
Estes métodos sdo utilizados para a extracdo de informacdo relevante de dados
guimicos multivariados. A quimiometria é pois, uma darea interdisciplinar que envolve
estatistica multivariada, ciéncia computacional na modelagdo matematica e quimica
analitica (Gemperline, 2006). O principal objetivo da aplicacdo de métodos
multivariados em quimica analitica € o reconhecimento de padrdes e classificacdo de
objetos (amostras, compostos ou materiais) assim como modelar as relacdes entre os
varios dados analiticos. Os métodos quimiométricos mais utilizados dividem-se em 2
grandes grupos: métodos de aprendizagem ndo supervisionados e métodos de
aprendizagem supervisionados (Brereton, 2007; Otto, 2016; Redlin, 2015).

Nos métodos de classificacdo ndo supervisionados ndo se sabe a partida quais os
grupos presentes numa populacdo. Neste tipo de classificacdo as amostras ou “objetos”
tém uma série de caracteristicas relacionadas com uma classe ou categoria, que ndo sao
aparentes em que o objetivo é encontrar grupos de “objetos” que tém caracteristicas
relacionadas que permitam a sua separacdo em diferentes classes (Gomez-Caravaca et
al., 2016).

Os métodos de aprendizagem ndo supervisionados agrupam dados analiticos
usando métodos de agrupamento ou reducdo de dimensionalidade, isto é, projetando
os dados de uma dimensdo superior num espaco dimensional inferior, normalmente
num plano (Voncina, 2009). Existem diferentes métodos de aprendizagem ndo
supervisionados e a sua escolha depende da drea cientifica em causa (Otto, 2016). Neste
trabalho utilizou-se a Analise de Componentes Principais (PCA) e a Andlise de Clusters
(AC) para avaliar simultaneamente o peso que as variadveis geograficas e climaticas tém
nas razoes isotopicas e como as variaveis se relacionam entre si.

Por outro lado, os métodos de aprendizagem supervisionados sdo métodos que
originam uma funcdo matematica a partir de dados “treinados”. O modelo é “treinado”
com base num conjunto de dados pré-definido, permitindo tomar decisGes quanto a

classificacdo de dados novos (DSPA, 2018). Isto é, os métodos de aprendizagem
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supervisionados permitem classificar um novo “objeto” atribuindo-o a uma
determinada categoria tendo por base um conjunto prévio de elementos que se
conhece a que categorias estdo associados (Gonzalez, 2015). A aplicacdo de métodos de
aprendizagem supervisionados na area da quimica prende-se com o reconhecimento de
classes de compostos, determinacdo da origem das amostras, detecdo de baixa/alta

qgualidade dos produtos, etc. (Voncina, 2009).
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4 - METODOLOGIA

4.1 — CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS
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Figura 23 - Localiza¢6es da origem das amostras das regides Alentejo e Tras-os-Montes

Foram analisadas um total de 38 amostras de AVE produzidas em diferentes
localizacOes de 2 regides de Portugal, nomeadamente Alentejo e Tras-os-Montes (figura
23), durante o ano de producdo de 2016.

Para a maioria das amostras, foram processados separadamente 5kg de cada
variedade num sistema Abencor® nas 24 horas seguintes a colheita. A moenda das
azeitonas foi efetuada com moinho de martelos e a batedura da pasta obtida foi
efetuada a 25°C durante 30 min. Por fim o azeite foi separado por centrifugacdo.
Algumas das amostras foram obtidas diretamente dos moinhos de modo a evitar a
mistura com outras variedades ou de outras localizacdes, antes do engarrafamento. As
amostras foram armazenadas em garrafas de vidro escuro, a 20°C e abrigadas da luz.

As dareas dos olivais foram diferenciadas pela latitude (UTM), longitude (UTM),

altitude (m), distancia ao oceano (km) e condi¢des climaticas, nomeadamente
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temperatura média (°C) e precipitacdo média (mm). Os valores da temperatura média e

precipitacdo média foram obtidos na base de dados do IPMA (Instituto Portugués do

Tabela 3 - Caraterizagdo das amostras de AVE relativamente a sua variedade, origem e parametros climaticos

Variedade Origem L(asi.;uMd)e Lo(rtljg_;:;:;ie Alt(ir:‘u)de Pre?:::la)géo Tem;:fé)atura Dist:.f::zaodo

(Km)

AArb 3 Arbequina Evora 38,41 7,72 190 249 18,4 96,27
AArb 4 Arbequina Vidigueira 38,17 7,72 163 256,4 18,9 92,76
AArb 5 Arbequina Ferreira do Alentejo 38,06 8,11 140 256,4 18,9 61,99
AAze 1 Azeiteira Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
ABla 1 Blanqueta Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
ACar 1 Carrasquenha Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
ACob 1 Cobrangosa Vidigueira 38,17 7,72 163 256,4 18,9 92,76
ACob 3 Cobrangosa Ferreira do Alentejo 38,06 8,11 140 256,4 18,9 61,99
ACob 4 Cobrangosa Vidigueira 38,17 7,72 163 256,4 18,9 92,76
ACob 5 Cobrangosa Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
ACob 6 Cobrangosa Vidigueira 38,17 7,72 163 256,4 18,9 92,76
ACob 7 Cobrangosa Evora 38,41 7,72 190 249 18,4 96,27
ACob 8 Cobrangosa Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
ACor 1 Cordovil Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
ACor 2 Cordovil Vidigueira 38,17 7,72 163 256,4 18,9 92,76
ACor 3 Cordovil Ferreira do Alentejo 38,06 8,11 140 256,4 18,9 61,99
ACor 4 Cordovil Serpa 37,94 7,60 218 256,4 18,9 114,17
AGal 1 Galega Ferreira do Alentejo 38,06 8,11 140 256,4 18,9 61,99
AGal 2 Galega Mourdo 38,36 7,29 186 249 18,4 132,69
AGal 4 Galega Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
AMad 1 Madural Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
APic1 Picual Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
APic 3 Picual Evora 38,41 7,72 190 249 18,4 96,27
APic 4 Picual Vidigueira 38,17 7,72 163 256,4 18,9 92,76
APic 5 Picual Ferreira do Alentejo 38,06 8,11 140 256,4 18,9 61,99
AVer 1 Verdeal Elvas 38,88 7,16 328 249 19,3 197,1
TM Cob 1 Cobrangosa Macedo de Cavaleiros 41,53 6,95 655 227,5 14,2 153,56
TM Cob 2 Cobrangosa Mirandela 41,48 7,18 254 247 15,5 134,78
TM Cob 3 Cobrangosa Alfandega da Fé 41,34 6,96 549 227,5 14,2 150,71
TM Cob 4 Cobrangosa Mirandela 41,49 7,26 359 247 15,5 134,78
TM Cob 6 Cobrangosa Valpagos 41,61 7,31 428 247 15,5 126,27
TM Cob 7 Cobrangosa Vila Flor 41,31 7,15 550 247 15,5 133,27
TM Mad 1 Madural Vila Flor 41,30 7,16 555 247 15,5 133,27
TM Mad 2 Madural Mirandela 41,49 7,18 228 247 15,5 134,78

* Valores da precipitacdo e temperatura referentes ao periodo entre Agosto e Dezembro
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Mar e da Atmosfera) e referem-se ao periodo entre Agosto e Dezembro de 2016, meses
em que se dad a acumulacdo de lipidos no mesocarpo das azeitonas durante a sua
maturacdo (Bontempo et al., 2009; Camin, et al., 2010b; Mihailova, Abbado, Kelly &
Pedentchouk, 2015; Portarena et al., 2015). A altitude, longitude e latitude foram
obtidas no Google Earth com base nas indica¢gdes dos produtores. A tabela 3 mostra a
variedade, a origem geografica e dados climaticos referentes ao periodo de maturacao

das azeitonas utilizadas para a producdo dos azeites.

4.2 - ANALISE ISOTOPICA

A medicdo das razbes de isdtopos estdveis de carbono, hidrogénio e oxigénio
(3C/*2C, 2H/'H e 80/'®0, respetivamente) das amostras de azeite das diferentes
localizacdes foi determinada por analise elementar-espetrometria de massa de razoes
isotopicas (EA-IRMS). O sistema EA-IRMS que se encontra localizado no Laboratdrio de
Espetrometria de Massa do Laboratdrio HERCULES, consiste num analisador elementar
Flash 2000 HT (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) com dois reatores: um reator de
combustdo para analise de C, N e S e um reator de pirdlise para determinacdo de H e O.
O analisador elementar esta acoplado a uma interface de fluxo continuo ConFlo IV
(Thermo Scientific) que faz a ligacdo entre o analisador elementar e o espetrometro de
massa de razbes isotdpicas Delta V Advantage (Thermo Scientific).

O analisador elementar utiliza hélio como gas de arrastamento. Na analise isotépica
do carbono foi usado com um fluxo de 80mL/min, enquanto na analise do hidrogénio e
oxigénio o fluxo foi de 120mL/min. As amostras de azeite foram pesadas (0,2 a 0,5 mg)
em capsulas (Elemental Microanalysis, Devon, Reino Unido) de estanho no caso da
analise de carbono e prata para hidrogénio e oxigénio contendo no seu interior um disco
absorvente de fibra de vidro (Interscience). As capsulas foram fechadas, dobradas e
prensadas até formarem uma pequena esfera e carregadas no carrossel do amostrador
automatico MAS 200R (Thermo Scientific). Do mesmo modo, foram preparados os
padroes adequados e analisados em simultaneo com as amostras.

Na andlise de 8*3C, as capsulas, com amostras/padrdes provenientes do amostrador
automatico, seguem para o reator de combustdo. As cdpsulas entram no reator de

guartzo, que se encontra a uma temperatura de 1020 °C, onde se d4 a combustdo com
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um pulso de oxigénio. A amostra e a capsula fundem na atmosfera temporariamente
enriquecida em oxigénio e os produtos da combustdo (CO; e H;0) arrastados pelo fluxo
de hélio passam para uma armadilha de 4dgua, esta é composta por um tubo de vidro de
10 cm contendo perclorato de magnésio anidro (Mg(ClO4), que vai retirar a agua
resultante da combustdo. Os gases resultantes da combustdo passam por uma coluna
cromatografica de enchimento (Porapack), a 40 °C, para a separa¢ao do pico de CO,,
gue é detetado num Detetor de Condutividade Térmica (TCD). O CO; é introduzido do
IRMS, através da interface, que regula o volume de gases que entram no detetor (o CO>
proveniente da amostra e o CO; de referéncia). A andlise da composi¢ao isotépica do
CO. proveniente da amostra é determinada relativamente a composigao isotdpica do
gas de referéncia, que foi calibrado com padrdes internacionais, logo, de composi¢do
conhecida. Os gases de referéncia sdo introduzidos no fluxo de hélio em pulsos de 250
mL/min. O CO; é detetado nos coletores que medem as razdes m/z 44, 45 e 46
referentes a 2C0O,, 13CO, e 2C*0'%0 respetivamente.

Na andlise dos récios isotopicos de oxigénio e hidrogénio utilizou-se o reator de
pirdlise, constituido por um com um tubo de carbono vitreo (contendo granulos de
carbono vitreo e 13 de prata) rodeado por tubo exterior de porcelana. As cdpsulas de
prata contendo as amostras/padrées entram no reator, a 1450 °C, sob um fluxo de hélio.
Os produtos da pirdlise, neste caso o CO e o H, sdo separados numa coluna de
cromatografia de enchimento (Porapack) a 70 °C e detetados no TCD. A anadlise da
composigao isotépica do CO e H; foi determinada relativamente &4 composigao isotdpica
dos gases de referéncia (CO e Hz) previamente calibrados com padrdes internacionais e
que foram introduzidos no IRMS através da interface em pulsos de 250 mL/min. O CO
resultante é detetado nos coletores que medem as razdes m/z 30 e m/z 28 e o0 Ha
medido nos coletores para m/z 2 e param/z 3.

Todas as amostras foram analisadas em duplicado de modo a obter a média e desvio
padrdo. Em cada sequéncia, as razdes isotdpicas das amostras foram determinadas
simultaneamente com os padrbées adequados a amplitude dos valores isotdpicos
observados. As retas de calibracdo foram efetuadas com materiais de referéncia
certificados e padrées de trabalho, nomeadamente: IAEA 600 (cafeina), OOIWS (Olive
Oil Isotopic Working Standard) e EEZ20 (sacarose) para a determinacdo isotdpica de

carbono; IAEA CH-7 (polietileno), OOIWS e CV (colagénio) para a determinacao isotdpica
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de hidrogénio e IAEA 601 (acido benzoico), OOIWS e 4cido hexadecandico para a
determinacdo isotdpica de oxigénio.

As abundancias dos isétopos estaveis foram expressas segundo a notacdo o de
acordo com a férmula (6) referida anteriormente e expressas em partes por mil (%o).

A andlise estatistica multivariada foi efetuada com o software Statgraphics

Centurion XV.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a existéncia de relacdo entre a composicao
isotdpica de AVE e a localizacdo geografica do olival, ou seja, pretendeu-se identificar as
raz0es isotdpicas que caracterizavam cada regido, bem como, identificar o que
distinguia cada uma das regiGes. Deste modo, numa fase inicial procedeu-se a uma
analise exploratdria dos dados com o intuito de caracterizar a amostra global e as
amostras parciais (correspondentes a cada localiza¢cdo) e, numa fase seguinte procedeu-
se a uma analise multivariada, onde se utilizaram os métodos de aprendizagem nao
supervisionados, nomeadamente a Andlise de Componentes Principais e a Anadlise de
Clusters que (a partir do conjunto total dos dados isotépicos, geograficos e climaticos)
tém como objetivo encontrar conjuntos de amostras que possam ser distribuidos por
classes, neste caso distinguir os azeites provenientes de regides diferentes, e quais os
fatores que mais influenciam essa distribuicdo. Quanto aos métodos de aprendizagem
supervisionados, efetuou-se uma Andlise Discriminante com o objetivo de classificar
novas amostras de azeite quanto a sua origem geografica com base nos dados aqui
analisados. Por fim realizou-se uma analise de regressdo linear com o objetivo de
perceber se é possivel através dos dados isotépicos inferir quanto aos parametros de

localizacdo e climaticos aqui considerados.

5.2.1 - ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS

Para caracterizar o conjunto de dados, comecou-se por calcular algumas
carateristicas amostrais, de localizacdo e de dispersdo, neste caso, a média, o desvio
padrdo e os extremos. A tabela 4 mostra a composicdo isotdpica de carbono, hidrogénio
e oxigénio das amostras de azeite provenientes das diferentes localizacdes em Portugal
Continental, enquanto na tabela 5 se agruparam as diferentes localizacGes em 2 grandes
regioes, Alentejo e Tras-os-Montes.

Como ja mencionado anteriormente, o rdcio isotdpico do carbono na matéria
organica das plantas reflete essencialmente os efeitos do meio ambiente na
fotossintese, enquanto os rdacios isotépicos de hidrogénio e oxigénio revelam os

processos associados a dgua e providenciam informacdo em relacdo a sua fonte de
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aquisicdo (Bontempo et al., 2009; Camin et al., 2010b; Jiménez-Morillo et al., 2020;
Marshall et al., 2007).

Tabela 4 - Valores maximo, minimo, média e desvio padr&o dos valores de 8*3C, 82H e 880 nas diferentes localizacbes

6%3C (%o, VPDB) 62H (%0, VSMOW) 620 (%0, VSMOW)
-30,5a-27,9 -146,6 a -130,7 21,2a24,5
Elvas (-29,2+0,7) (-139,545,4) (22,61,0)
n=10 n=10 n=10
-31,8a-29,8 -140,1a-132,0 21,4 25,9
Ferreira do Alentejo (-30,7+0,8) (-137,443,2) (23,4+1,6)
n=5 n=5 n=5
Mourso -29,1 -133,3 22,4
n=1 n=1 n=1
-30,4a-29,1 -139,5a-132,4 22,2a22,9
Olivais do Sul (-29,6+0,7) (-136,313,6) (22,5%0,4)
n=3 n=3 n=3
e -29,1 -138,9 24,0
n=1 n=1 n=1
-30,4a-29,5 -140,6 a-131,3 22,3a25,5
Vidigueira (-30,040,3) (-137,9+3,4) (23,3+1,1)
n=6 n=6 n=6
a -28,9 -144,3 23,2
Alfandega da Fé n=1 n=1 el
. L -29,3 -151,1 23,5
Freixo de Espada a Cinta n=1 el =1
Macedo de Cavaleiros -30.0 -148,3 22,1
n=1 n=1 n=1
-30,5a-28,9 -152,3 a-148,3 21,4a222,8
Mirandela (-29,6+0,8) (-150,0£2,1) (22,1£0,7)
n=3 n=3 n=3
-29,8a-28,4 -148,8 a-148,4 22,7a23,5
Sucdes (-29,1+1,0) (-148,60,2) (23,1+0,5)
n=2 n=2 n=2
-30,2a-29,5 -149,4 a-149,0 21,5a22,6
Valpagos (-29,8+0,5) (-149,210,3) (22,040,8)
n=2 n=2 n=2
-28,2a-28,1 -156,9 a -150,1 23,0a23,4
Vila Flor (-28,2+0,1) (-153,5+4,8) (23,240,3)
n=2 n=2 n=2

Tabela 5 - Valores maximo, minimo, média e desvio padr&o dos valores de 8*3C, 82H e 880 nas 2 regides: Alentejo e Tras-
os-Montes

513C (%o, VPDB) 52H (%o, VSMOW) 5180 (%o, VSMOW)

-31,8a-27,9 -146,6 a -130,7 21,2 a25,9

Alentejo (-29,7+0,8) (-138,1+4,2) (23,0+1,1)
n=26 n=26 n=26

-30,5a-28,1 -156,9 a -144,3 21,4a23,5

Tras-Os-Montes (29,3+0,8) (-149,7+3,0) (22,60,7)
n=12 n=12 n=12

A regido do Alentejo é caracterizada por verdes quentes e secos com as

temperaturas maximas médias superiores e com fraca pluviosidade. A regido de Tras-
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os-Montes embora caracterizada por temperaturas elevadas no verao, que em algumas
localizagcbes podem ser semelhantes ao Alentejo, regista as temperaturas minimas
médias mais baixas e, geralmente, valores de precipitacdo anuais superiores (figura 24).
No entanto, embora no ano de 2016 a precipitacdo média anual na regido de Tras-os-
Montes tenha sido dentro do espectavel, a precipitacdo no periodo considerado neste

estudo (Agosto a Dezembro) foi ligeiramente superior na regido do Alentejo (tabela 3).

Temperatura média Precipitagéo
Periodo 1971-2000, Continente Periodo 1971-2000, Continente

3
e
i

SRR

-
A

Leafiet | Data #=v JPMA | Tiles © Esri

Iidkm | m Leafiet | Data = PMA | Tiles © Esri

Figura 24 - Normais climatolégicas. Média de 30 anos (1971 a 2000) de temperatura e precipitacdo anual.
http://portaldoclima.pt/pt/

Relativamente aos valores de 3'3C verifica-se que a amplitude é de 3,9%o0 e que
variam entre -31,8 a -27,9%o, valores consistentes com as plantas que seguem a via
metabdlica C3 e com os valores observados para AVE na bibliografia (Chiocchini,
Portarena, Ciolfi, Brugnoli & Lauteri, 2016; lacumin et al., 2009; Portarena, Baldacchini
& Brugnoli, 2017; Portarena, Gavrichkova, Lauteri & Brugnoli, 2014), no entanto,

observando os valores em cada uma das regioes (tabela 5 e figura 25) verifica-se que ha
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um ligeiro enriquecimento na Regido de Tras-os-Montes, com um valor médio de -
29,3%0, comparativamente a regido do Alentejo em que o valor médio se situa nos -
29,7%o0, 0 que ndo vai ao encontro do mencionado na bibliografia, que refere que a
presenca dos isdtopos mais pesados é menor em zonas com temperaturas médias mais
baixas e niveis de precipitacdo mais elevados associados a regides mais a norte (Camin

et al., 2010b; Chiocchini et al., 2016).

513C (%o, VPDB) 82H (%o, VSMOW) 580 (%o, VSMOW)
27,0 -125,0 270

-130,0 26,0 s
-28,0

25,0
-135,0

24,0
-140,0
-30,0 23,0

-145,0

22,0
31,0

-150,0
21,0

32,0
-155,0 20,0

19,0

33,0 -160,0
M Alentejo W Tras-Os-Montes M Alentejo M Tras-Os-Montes M Alentejo M Trés-Os-Montes

Figura 25 -Caixas de bigodes das razdes isotdpicas de 8*3C, 62H e 620 por regido.

Uma das razdes pela discrepancia nos valores de 3'3C, pode dever-se ao fato dos
azeites provenientes das variedades Picual e Arbequina sé se encontrarem nas amostras
do Alentejo, visto que estas 2 variedades, como se observa na tabela 6 e figura 26, tém
valores médios de 8*3C mais baixos, também (Aramendia et al., 2007) observam valores
mais baixos de 53C e 880 para as variedades Arbequina e Picual. Mas ao considerar o
3'3C de uma s variedade presente em ambas as regides (figura 27), como é o caso da
variedade Cobrancosa, verifica-se que a diferenca é minima (-29,6%. no Alentejo e -

29,4%0 em Tras-os-Montes), ainda assim mais elevada na regido de Tras-os-Montes.
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Tabela 6 - Valores médios, minimos e maximos das razées isotdpicas de 8*3C, 8?H e 320 por variedade de azeitona

6%3C (%o, VPDB) 62H (%o, VSMOW) 6120 (%o, VSMOW)
-31,1a-29,2 -138,2a-132,4 22,3a235
Arbequina (-30,1+1,0) (-136,3£3,4) (22,8+0,6)
n=3 n=3 n=3
Azeiteira -29,3 -143,6 22,6
n=1 n=1 n=1
Blanqueta -27,9 -132,3 233
n=1 n=1 n=1
-30,1 -130,7 24,5
Carrasquenha
n=1 n=1 n=1
-30,8a-28,2 -150,1a-131,3 21,5a25,5
Cobrangosa (-29,5+0,7) (-143,046,0) (23,00,9)
n=13 n=13 n=13
-30,2a-29,1 -143,0a-138,9 22,3a24,0
Cordovil (-29,6+0,6) (-140,3+1,9) (23,0%0,7)
n=4 n=4 n=4
-29,8a-28,9 -135,1a-132,0 22,4a259
Galega (-29,3+0,5) (-133,5+1,5) (23,8+1,9)
n=3 n=3 n=3
-29,9a-28,1 -156,9 a-137,5 21,3a23,0
Madural (-29,040,9) (-147,6+9,7) (21,9+1,0)
n=3 n=3 n=3
. . -29,3 -151,1 23,5
Nrgrinha do Freixo =1 =t =1
-31,8a-30,1 -146,6 a-139,5 21,4a229
Picual (-30,7+0,8) (-141,743,3) (22,1+0,7)
n=4 n=4 n=4
-30,5a-28,4 -152,3a-140,0 21,2a23,5
Verdeal (-29,3+0,9) (-147,645,3) (22,4+0,9)
n=4 n=4 n=4
613C (%o, VDPB) 62H (%o, VSMOW) 680 (%o, VSMOW)
-27,5 -125,0 270
28,0 >
-130,0 i~ 26,0
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Figura 26 — Caixas de bigodes das razdes isotopicas de 6*3C, 82H e 880 por variedade.

A importancia das variedades na assinatura isotdpica nos azeites tem sido
assinalada por diversos autores, lacumin et al. (2009) também observam que os valores

de 8'3C podem ter uma significativa influéncia da variedade que pode ser superior aos
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Figura 27 — Caixas de bigodes das razées isotopicas de 8'3C, 8H e 320

por variedade na regido Alentejo e na regido de Tras-os-Montes. adaptag6es de cada variedade as

condicGes climatéricas.
Portarena et al. (2015) e Royer, Gerard, Naulet, Lees e Martin (1999) estudaram se
a variedade, o grau de maturacdo e a origem geografica influenciavam a variabilidade
isotopica e a composicdo em acidos gordos em amostras de AVE. Os autores
averiguaram que existia uma correlacdo significativa entre a composicdo isotdpica e as
diferencas climaticas sazonais durante o amadurecimento dos frutos, atestando que
diferencas significativas na composicdo isotdpica entre cultivares estava relacionada
com o periodo de maior acumulagdo de éleo nos frutos e com o perfil em acidos gordos
nomeadamente dos acidos oleico e linoleico. Verificaram uma correlagdo positiva entre
0 13C e o contetido em &cido linoleico e uma correlagdo negativa com o acido oleico.
Estas diferencas podem ser originadas por efeitos isotdpicos cinéticos nas reacoes

catalizadas pelas dessaturases (formacdo de duplas liga¢cdes cis que ocorrem por

desidrogenacdo oxidativa a partir do acido gordo saturado correspondente) que
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originam as duplas ligacdes nas cadeias 18:2. Este efeito isotdpico cria um
enriquecimento em *3C na cadeia 18:2. Outro efeito isotépico cinético estd associado ao
alongamento das cadeias de acidos gordos de 16:0 a 18:0 através da adicdo de um grupo
acetil ao acido palmitico. A acdo destes complexos enzimaticos leva a um fracionamento
isotépico que pode diferir entre variedades que tenham uma composicdo em acidos
gordos diferente. As variedades podem exibir diferentes composicdes isotdpicas pois
comecam a acumular déleo (a maturar) em periodos ligeiramente diferentes, mas que
podem ser o suficiente para refletir possiveis diferencas climatéricas, tais como a
guantidade de precipitacdo ou diferentes temperaturas.

Além das possiveis diferencas entre variedades, existem outros fatores a ter em
conta. Como ja referido anteriormente, os valores de 5'3C nas plantas diferem da
composigdo isotopica do CO, da atmosfera devido ao fracionamento resultante da
difusdo de CO; nas folhas da planta (troca gasosa e condutancia) e ao fracionamento
bioquimico na carboxilacdo enzimatica, que induz uma deplecdo do *3C em relac3o ao
12C nos produtos criados a partir da fixacdo do CO, fotossintético (glucose, frutose e
manitol) e nos compostos organicos produzidos posteriormente. A eficiéncia da
assimilacdo deste carbono estd altamente relacionada com parametros ambientais tais
como a temperatura aqui considerada, mas também a insolacdo, a pressao atmosférica
parcial de CO; e O3, a humidade relativa, a humidade do solo, o conteido em azoto nas
folhas e a disponibilidade de nutrientes (Brugnoli & Farquhar, 2000; lacumin et al., 2009;
Marshall et al., 2007). No contexto deste trabalho os parametros relacionados com o
stress hidrico tém especial relevancia, uma vez que os niveis de precipitacdo foram
atipicos nas regioes consideradas.

Ao observar a tabela 3 verifica-se que embora os valores da temperatura estejam
em linha com o espetdvel (valores médios mais baixos para a regido mais a norte) o
mesmo nao se verifica para a precipitacdo. No ano de 2016, ao considerar os meses de
Agosto a Dezembro (meses em que se déd a acumulacdo lipidica nas azeitonas), verifica-
se que a precipitacdo foi mais elevada na regido Alentejo, deixando os olivais situados
na regiao de Tras-os-Montes sujeitos a um maior stresse hidrico podendo esta situacdo
ter influéncia nos valores de 8'3C superiores na regido Norte. Neste caso o stresse
hidrico pode ser um fator relevante pois induz o fecho dos estomas, levando a uma

diminuicdo no racio de CO; interior da folha/CO2 no ar, que conduz a um aumento do
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valor de 8'3C nas plantas (lacumin et al., 2009; Portarena et al., 2017). Em principio tem
de se assumir que qualquer varidvel ambiental que exerca stresse hidrico na planta e
consequentemente afete a sua condutancia estomatal ou taxa de assimilacdo tera
alguma influéncia no 8*3C dos produtos da fotossintese (Spangenberg, 2016).

Como referido anteriormente, o 8'3C nas folhas das plantas depende do
fracionamento causado pela difusdo, do fracionamento associado a fixacdo do didxido
de carbono e do racio entre as concentragdes de CO; intracelular e ambiental que estao
diretamente relacionados com os parametros climaticos e geograficos. Por outro lado,
0 8'3C é influenciado pela eficiéncia do uso da dgua por parte da planta (Marshall et al.,
2007) e esta carateristica estd correlacionada com a variedade da planta (Bramley,
Turner & Siddique, 2013).

A eficiéncia do uso da agua ou a eficiéncia da transpiracdo, descreve a relacdo de
troca intrinseca entre a fixagcdo do carbono e a perda de dgua que ocorre nas plantas em
regidoes mais secas devido a evaporacdo da dgua dos tecidos intersticiais das folhas
sempre que os estomas abrem para a aquisicdo de CO,. Esta eficiéncia no uso da agua
influencia a razdo isotdpica de 8'3C pois cada vez que estomas fecham para impedir a
saida de vapor de 34gua também impedem a entrada de CO;. A diminuicdo da
condutancia dos estomas reduz o fluxo de ambos os gases, mas ndo proporcionalmente.
A reducdo da condutancia dos estomas é proporcional a transpiracdo de modo a que o
ar no interior da folha esteja saturado com o vapor de agua, mas a diminuicdo da taxa
fotossintética ndo decresce na mesma proporc¢ao, o consumo de CO; para a fotossintese
continua a um ritmo elevado apesar da diminuicdo da difusdo para o interior da folha
tenha diminuido. Deste modo o CO; no interior da folha vai diminuindo e ficando
progressivamente enriquecido no isétopo mais pesado, normalmente discriminado na
carboxilacdo enzimatica, conduzindo a produtos fotossintéticos igualmente
enriquecidos em 3C (Ghosh & Brand, 2003; Marshall et al., 2007).

No periodo compreendido entre o Verao e o Outono, periodo de maturacdo das
azeitonas, as condicdes climatéricas mudam drasticamente. Passa-se de uma situacao
em que a utilizagdo de CO; esta limitada (devido a diminuigdo da condutancia dos
estomas) para uma situagdo em que a difusdao do CO; é favorecida (devido a abertura
dos estomas em resposta ao aumento da agua disponivel). Esta situacdo implica que o

fracionamento associado a atividade da RuBisCO seja mais notério a partir do momento
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em que a planta tem mais CO; a disposicdo. Esta eficiéncia do uso da agua é afetada
tanto por fatores ambientais como por fatores inerentes a prdpria planta, que podem
ser diferentes conforme a variedade (Bramley et al., 2013).

De entre os valores médios das razdes isotdpicas foi o 8?H que mais variou entre
regioes (tabela 5 e figura 25), com uma amplitude total de 26,2%o (-156,9 a -130,7%o).
Esta amplitude de valores é expetdvel quando se determina o 8%H, embora o isétopo
mais pesado tenha uma abundancia natural relativamente menor que os outros
isGtopos estaveis aqui considerados (*20 e 3C) a grande diferenca nos pesos atémicos
dos 2 isétopos (1,0079 para o *H e 2,01 para o ?H) comparativamente aos outros
elementos, levam a propriedades fisicas marcadamente diferentes, incluindo as taxas
de reacdo. Isto implica que os processos fisicos associados ao ciclo da agua e os
processos biolégicos envolvendo reagdes catalisadas por enzimas, podem produzir uma
variacdo na abundancia natural do ?H muito maior (Kelly & Rhodes, 2002).

Como se pode observar na tabela 5 o valor médio de 5°H no Alentejo foi de -138,1%o
enquanto em Tras-os-Montes foi de -149,7%., valores consistentes com a bibliografia
em que os valores isotépicos a norte sdo inferiores. Bontempo et al. (2009) verificaram
um empobrecimento em 8°H ao longo da costa Adridtica em Itélia, que atribuiram ao
efeito continental e & composicdo isotdpica da chuva, considerando que o &°H é
determinante na distincdo entre as duas costas do pais.

Os valores de 8%H nos azeites estdo relacionados com a composic3o isotdpica da
agua, nomeadamente da precipitacao (que tem uma maior correlagdo com a localizacdo
onde se da essa precipitacdo do que propriamente coma quantidade de precipitacao)
(Camin et al., 2010b), com valores mais elevados nas regides de menor altitude, mais
proximas da costa e clima mais quente (como é o caso da regido Alentejo) e com valores
mais baixos nas regides localizadas a maior altitude, mais afastadas do oceano e com
clima mais frio (Muhammad et al., 2018).

Contrariamente ao verificado com o0 6*3C, ndo existe indicacdo de que as variedades
tenham influéncia nas razdes isotdpicas de 5°H. Observando a figura 27, verifica-se que
as amostras da variedade Cobrancosa (comum em ambas as regides) sdo enriquecidas
no isdtopo mais pesado na regido Alentejo, com um valor médio de §%H de -138,5%o

enquanto o valor médio para a variedade Cobrancosa em Tras-os-Montes foi de -
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148,2%0. Este enriquecimento isotdpico deve-se a composicdo isotdpica da chuva,
considerando que os atomos de hidrogénio e oxigénio provenientes da 4gua sdo
incorporados nos produtos fotossintéticos e sdo posteriormente usados na biossintese
dos lipidos e apesar de ocorrer fracionamento isotdpico durante estes processos
bioquimicos, a assinatura isotdpica do hidrogénio que prevalece é a da dgua metedrica
de cada localizagdo (Camin et al., 2010b; Camin et al., 2010c; Mihailova et al., 2015).
Assim, a variacdo isotdpica na agua é essencialmente devida ao fracionamento
associado as mudancas de fase durante o ciclo hidrolégico. Ambos os efeitos isotdpicos,
de equilibrio e cinético, sdao importantes dependendo onde e como as mudancas de fase
ocorrem (Cappa, 2003; McGuire & McDonnell, 2007).

A diferenca entre regides que se observa nos valores médios do 6°H n3o é evidente
nos valores de 50, esta diferenca entre os dois pardmetros isotdpicos pode ser
explicada pelo fato do hidrogénio nas plantas, cuja origem é exclusivamente da dgua
captada pelas raizes, ter uma composicdo em 8°H muito semelhante a da chuva,
enguanto o oxigénio tem origem na fonte de d4gua mas também no CO; e O, atmosférico
(Bontempo et al., 2009), ou seja, o 5180 reflete a composic3o isotdpica da dgua no solo,
o enriguecimento devido a transpiracdo nas folhas e as trocas isotdpicas entre as
moléculas organicas e a dgua na planta (Barbour, 2007; Schmidt et al., 2001).

Por outro lado, a diferenca de massa entre os isétopos 0 e 80 (32 e 34
respetivamente) é relativamente pequena o que leva a que o fracionamento devido aos
efeitos isotdpicos seja menos visivel, comparativamente ao hidrogénio. Neste estudo o
valor médio de 580 é semelhante em ambas as regides embora ligeiramente superior
mais a sul tal como o 8%H (22,6%0 em Tras-os-Montes e 23,0%o0 no Alentejo). Na regido
Alentejo registaram-se valores entre os 21,2%o. e 25,9%., uma amplitude superior

(4,7%o0) a verificada em Tras-os-Montes (2,1%o).
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5.2.2 - ANALISE QUIMIOMETRICA

A determinacdo de razdes isotdpicas de 6'3C, 880 e 6°H em azeites provenientes
de varias localizacbes e com diferentes carateristicas climaticas origina uma grande
guantidade de dados o que torna dificil reconhecer padrdes ou como se relacionam as
diversas variaveis umas com as outras, pelo que diversos métodos de anilise
multivariada foram aplicados com o objetivo de analisar todas as varidveis consideradas
em simultaneo, nomeadamente a Andlise de Componentes Principais (ACP), a Analise
de Clusters (AC), a Andlise Discriminante (AD) e a Regressao Linear Multipla (RLM).

Os principais objetivos na aplicacdo de métodos multivariados na quimica analitica
focam-se em agrupar e classificar objetos (amostras, compostos ou materiais) assim
como na criacdo de modelos que verifiguem as relagcbes entre dados analiticos
diferentes. Inicialmente é necessario fazer um processamento prévio dos dados; a
matriz de correlacdo é um pré-requisito, uma vez que o propédsito da aplicacdo destes
métodos, como a ACP, é a reducdo da dimensionalidade, que depende da correlagdo
entre as variaveis, se ndo houver algum tipo de correlacdo entre as varidveis tornando
alguma da informacdo redundante, ndo faz sentido aplicar técnicas de reducdo de
dimensionalidade (Alonso-Salces et al., 2010; Miller & Miller, 2000).

Definiram-se entdo as carateristicas amostrais para o caso bivariado, ou seja,
carateristicas que permitem comparar as variaveis duas a duas, de modo a avaliar o grau
de associacdo entre elas. Para quantificar essa associacdo utilizou-se o coeficiente de
correlacdo de Pearson, que utiliza a covaridncia para quantificar a associacdo linear
entre 2 variaveis. O coeficiente de Pearson foi calculado entre a composicdo isotdpica e
os dados geograficos e climaticos para averiguar a existéncia de correlacdes entre pares
de varidveis. Os valores calculados para este parametro foram comparados com o valor
critico com uma certeza de 95%.

A Tabela 7 mostra a correlacdo entre cada par de varidveis. Estes coeficientes de
correlacdo variam entre -1 e +1 e quantificam a relacdo linear entre 2 varidveis. Para
cada par é calculado o valor de P que mede a significancia estatistica da correlagdo
estimada (a vermelho quando ndo existe significancia estatistica, a amarelo quando é

significativa e a verde quando ¢é altamente significativa). Valores positivos
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correspondem a uma correlagdo positiva e os valores negativos a uma correlagdo

negativa.

Tabela 7 - Coeficientes de correlagdo de Pearson

313C 3?2H 3180 Latitude Longitude Altitude Precipitagdo Temperatura
82H -0,1643n+
5150 0,1717°s 0,3598"
Latitude 0,3341" -0,8199™ -0,2071ns
Longitude -0,5805" 0,5064"" 089905 -0,6625""
Altitude 0,4574"" -0,6189™ -0,1135"s 0,7336™ -0,7954™
Precipitagdo -0,3216 0,4891"" 0,1710"s: -0,6914" 0,7418™" -0,8425"
Temperatura -0,2209": 0,7609™ 0,1125" -0,9286™ 0,4820™" -0,6728" 0,7288™
Distancia do oceano 0,4954"" -0,1666" -0,2319"s. 0,2584" -0,8508"" 0,5494"" -0,4431" 0,0153"s:

ns- N3o significativo (P>0,05)
" Significativo (0,05<P<0,01
** Altamente significativo (P<0,01)

Pela observacdo dos coeficientes de correlacdo mostrados na tabela 7, verifica-se
que para os valores da composicdo isotdpica, tanto o 8C como o 8°H estdo
correlacionados com alguns dos parametros geograficos enquanto o 8'80 n3o apresenta
qualquer correlagdo significativa com nenhum dos parametros considerados (P>0,05).
Relativamente as correlacBes entre si, o 8'80 e o 8%H apresentam uma correlacdo
significativa (P<0,05) mas ndo estdo correlacionados com o §3C.

0 3'3C tem uma correlag3o (P<0,05) negativa com a precipitacdo e positiva com a
Latitude, em concordancia com o fato de no ano de producdo considerado ter chovido
mais na regido Alentejo, mais a sul. Chiocchini et al. (2016) relacionaram as razoes
isotdpicas de 8'3C e 50 com a precipitacdo e temperatura ao longo de 3 anos em
localizagBes especificas e concluiram que em um dos anos o 8'3C ndo estava
significativamente correlacionado com as variaveis climaticas consideradas e nos outros
2 anos estava positivamente correlacionado com a temperatura e negativamente com
a precipitacdo. A Altitude e a Distancia ao oceano também estdo correlacionadas
positivamente com o 8'3C com valores de R? de 0,4574 e 0,4954 respetivamente,
enquanto a Longitude estd correlacionada negativamente (R?=-0,5805). Estas
correlagbes ndo coincidem com o descrito na bibliografia (Portarena et al., 2014), sé a
correlacdo entre a precipitacdo e o 3'3C é igualmente negativa, o que se pode dever ao
fato de neste caso a precipitacdo estar negativamente correlacionada com a Latitude
(R?=-0,6914) e com a Altitude (R?>=-0,8425) e positivamente com a Longitude
(R?=0,7418). Relativamente a temperatura a correlacdo ndo é significativa (P>0,05) o

gue é corroborado por lacumin et al. (2009).

77



O &%H estd, como seria de esperar, altamente correlacionado com a Latitude,
Longitude, Altitude, Temperatura e Precipitacdo, sendo que o coeficiente de correlagdo
com a Latitude superior a 0,8. A correlacdo negativa com a Latitude e Altitude evidencia
o0 empobrecimento no isdtopo mais pesado nas localizagdes mais a norte, na regido de
Tras-os-Montes. Como se observa na tabela 7 o 8?H esta correlacionado com todas as
varidveis com excecdo da Distancia ao Oceano enquanto o 5*3C estd mais correlacionado
com a Distancia ao oceano, Longitude e Altitude e em menor escala com a Latitude e
Precipitacdo. Relativamente ao 8'®0 n3o existe uma correlacdo significativa com
nenhuma das outras varidveis com excec¢do do &’H, o que indica que pode n3o ser um
parametro relevante para a distincdo geografica das amostras, principalmente em anos
gue as condicoes climatéricas ndo sdo as expectaveis. Relativamente a correlacdo das

diferentes razdes isotdpicas entre si, s6 é significativa entre o §?H e o 3*20.

5.2.2.1 - ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

Como se observa na Tabela 7, existem varidveis correlacionadas umas com as
outras, o que implica que alguma da informacdo fornecida pelos dados é redundante.
Deste modo é importante diminuir o nimero de varidveis, sem perder informacdo. A
Andlise de Componentes Principais (ACP) é um método exploratdrio de andlise de dados
multivariados que, por um lado, permite a visualizacdo dos dados multivariados, por
outro reduz a quantidade de dados sem perda significativa da informacao neles contida,
ou seja, transforma um conjunto de variaveis correlacionadas num conjunto de novas
varidveis ndo correlacionadas, denominadas componentes principais (CP), que sdo uma
combinacdo linear das varidveis originais e com a mesma dimensao (Abdi & Williams,
2010; Bajoub et al.,, 2017; Gomes, 2013). Os modelos lineares multivariados da ACP
desenvolvem-se usando vetores de base ortogonal (vetores préprios ou eingenvectors),
as CP, que modelam a variacdo estatisticamente significativa dos dados (Gemperline,
2006; Miller & Miller, 2000).

A ACP tenta representar a estrutura multidimensional dos dados da melhor forma.
A direcdo que melhor descreve a distdncia relativa entre objetos é a direcdo com a

maxima variancia. Esta direcdo é a primeira componente principal (CP1). A segunda
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componente principal (CP2) é ortogonal da CP1 e tem a segunda maior variancia possivel
(Berrueta, Alonso-Salces & Heberger, 2007; Miller & Miller, 2000; Voncina, 2009).

A ACP é equivalente a rotacdo dos eixos originais de modo a que a CP1 esteja na
direcdo da méxima variancia. Em termos matematicos as componentes principais sdo os
vetores proprios (eigenvectors) da matriz de correlacdo amostral. Correspondente a
cada componente principal estd um valor préprio (eigenvalue) (tabela 8) que nos da a
guantidade da variancia no conjunto de dados que é explicada por essa componente
principal (Miller & Miller, 2000). A correlacdo entre as varidveis originais e as

componentes principais designa-se por loading e indica como as varidveis originais

Tabela 8 - Valores préprios e proporgao de variancia explicada pelas influenciam a formagao das
componentes

componentes principais (Le Bot et al.,

2011) (tabela 9). Assim sendo,

Valores Percentagem Percentagem

Componente ) . . . L
préprios  davaridncia  acumulada loadings préximos de 1 indicam que
1 >,0196 55,77 55,77 essa varidvel é importante na
2 1,6278 18,09 73,86 ~ .
formacdo da componente principal,
3 1,1551 12,83 86,69 ' _
enquanto /oadings préximos de O
4 0,5588 6,21 92,90
5 0,3283 3,65 96,55 indicam que a varidvel ndo é
6 0,1933 2,15 98,70 importante na formagdo da
/ 0,0891 0,99 99,69 componente principal. Os loadings
8 0,0271 0,30 99,99 L )
sao significantes se forem maiores que
9 0,0010 0,01 100,00

0,3 em valor absoluto (Gomes, 2013).

Como ja referido anteriormente,

este estudo tem por base 38 amostras de azeite e 9 varidveis correspondentes a razoes

isotdpicas e carateristicas geogréficas e climaticas. Efetuou-se a ACP com o intuito de a

partir do conjunto de 9 varidveis correlacionadas (tabela 7) obter um novo conjunto de

varidveis ndo correlacionadas que expliguem uma percentagem significativa da
variabilidade dos dados.

Para decidir relativamente ao nimero de componentes a reter considera-se a
proporcdo de variancia explicada pelas componentes e os valores préprios da matriz de
correlacdes amostral, como se pode observar na tabela 8. Neste caso a componente
principal 1 (CP1) explica aproximadamente 56% da variabilidade total dos dados, a

componente principal 2 (CP2) explica 18% da variabilidade total ndo explicada pela
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componente 1 e assim sucessivamente. Para explicar pelo menos 80% da variancia
dever-se-ia considerar as 3 primeiras componentes, que explicam 86,7% da
variabilidade total dos dados originais. Outro critério para a escolha das componentes a
considerar sdo os valores préprios que devem ser superiores a 1 (Gomes, 2013), pelo
que, de acordo com a tabela 8, se devem reter as primeiras 3 componentes. Neste caso,
para facilitar a interpretacao grafica, utilizaram-se as primeiras 2 componentes que por
si s6 explicam aproximadamente 74% da variancia dos dados. Deste modo reduzindo a
dimensionalidade de 9 para 2.

A tabela 9 mostra os loadings das componentes principais para as 9 varidveis. Ao
observar os loadings mais elevados, em valor absoluto, para cada variavel (assinalados
a verde) pode-se perceber quais as varidveis mais importantes para a formacdo de cada
componente. Neste caso as varidveis que mais contribuiram para a primeira
componente foram o 8%H, a Latitude, a Longitude, a Altitude, a Precipitacdo e a
Temperatura. Tendo em conta que a primeira componente principal é a responsavel
pela maior variabilidade nos dados, pode-se assumir que estas sdo as variaveis mais
importantes quando se pretende relacionar as razdes isotépicas com as carateristicas
climaticas e geograficas de uma determinada regido. Para a segunda componente foram
o 8'3C, o 8°H, a Longitude, a Temperatura e a Distancia ao oceano. Considerando os
loadings que tém um valor absoluto superior a 0,3 pode-se observar que todas as
varidveis a excecdo do 60 sdo determinantes na formac3o das duas primeiras
componentes. O 620 é a varidvel com maior peso na componente 3, ou seja, das trés

razoes isotdpicas € a que menos contribui para distinguir as amostras de azeite (a

Tabela 9 - Loadings das componentes principais

Componente 1 Componente 2 Componente 3
813C 0,2271 0,4379 -0,3474
&82H -0,3383 0,3563 -0,1093
680 -0,1172 0,1484 -0,8349
Latitude 0,3982 -0,2638 -0,0966
Longitude -0,3961 -0,3081 -0,1157
Altitude 0,4072 0,0662 -0,0878
Precipitagdo -0,3839 0,0089 0,0527
Temperatura -0,3561 0,4113 0,2288
Distancia do oceano 0,2548 0,5667 0,2912
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componente 3 sé explica 12,8% da variabilidade dos dados), sendo que a que mais
contribui é o 8?H que é a Unica razdo isotdpica que contribui para a primeira
componente principal.

Na figura 28 estdo representados graficamente os loadings das 2 primeiras
componentes, de onde se pode observar a importancia das variaveis ja referida na
tabela 7, em que os loadings mais afastados da origem sdo os que mais contribuem para
a respetiva componente. Nesta representacdo grafica também se pode deduzir a
correlacdo entre as varidveis através do angulo dos vetores representados, assim,
guanto menor o angulo maior a correlacdao e loadings opostos estdo inversamente
correlacionados. Deste modo pode-se observar que a Distancia ao oceano estd muito
correlacionada com o 8'3C e que ambas as varidveis contribuiram para a segunda
componente principal. Assim como a Temperatura e o 8’H estdo muito correlacionados
e em sentido inverso da latitude, todas com muito peso na CP1. O &0, embora
correlacionado com o 8?H e a Temperatura, tem um peso muito menor, alids, como ja
referido, pode-se observar que esta é a varidvel com menor peso nas 2 primeiras
Componentes Principais. De salientar ainda que a Precipitacdo e a Altitude sé

contribuem para a CP1 que sé por si representa 55,8% da variabilidade dos dados totais.
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Figura 28 — Representacao grafica dos loadings das 2 primeiras componentes principais
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5.2.2.2 - ANALISE DE CLUSTERS (AC)

A Andlise de Clusters é uma analise de dados exploratdria normalmente usada para
classificagdo ou caraterizagdo. Permite agrupar amostras com base nas suas
semelhancas ou diferencas. Este tipo de andlise utiliza toda a informacdo ou varidncia
dos dados originais, em que o ponto de partida é a matriz de proximidade, que contém
as distancias entre cada par de objetos possivel de estabelecer (Voncina, 2009).

Um dos objetivos da andlise de clusters é reduzir a distancia dentro dos grupos e
aumentar a distancia entre os grupos. Existem varios métodos para obter estes grupos
gue podem ser hierdrquicos ou ndo hierarquicos, neste caso utilizou-se um método
hierdrquico, o que significa que uma vez que um objeto é atribuido a um grupo o
processo ndo pode ser revertido. Este processo inicia-se considerando cada cluster com
tamanho 1 e compara as distancias entre clusters, os dois pontos mais perto um do
outro formam um novo cluster. As distancias sdo novamente comparadas e novamente
se combinam os 2 clusters mais perto. Este processo é repetido até que estejam
agrupados todos os pontos e o resultado é uma darvore hierdrquica denominada
dendrograma (Ares, 2014; Messai, Farman, Sarraj-Laabidi, Hammami-Semmar &
Semmar, 2016; Miller & Miller, 2000).

Na figura 29 observa-se o dendrograma obtido através método hierarquico
utilizando como critério de agregacao “Nearest Neighbour” (ou “Single Linkage”) usando
como medida entre clusters o quadrado da distancia euclidiana. Neste procedimento

criou-se um cluster a partir das 38 amostras. Os clusters, grupos de varidveis com
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Figura 29 — Dendrograma para a amostra global
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carateristicas semelhantes, comecam a formar-se com cada varidvel num grupo
separado, combinando em seguida as duas varidveis que se encontram mais perto.

A observacdo do dendrograma das observacdes (figura 29) mostra 2 clusters
distintos para as amostras provenientes de Tras-os-Montes e Alentejo evidenciando a
ligacdo entre as razbes isotdpicas e as varidveis geograficas e climaticas. Na figura 30
pode-se observar como a semelhanca (distancia) entre as varidveis permitiu agrupar os

clusters acima mencionados.
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Figura 30 - Dendrograma das varidveis

Neste dendrograma (figura 30) verifica-se que as varidveis que formam o primeiro
cluster sdo a Distancia ao oceano e a Longitude, seguida da Altitude e da Latitude. Este
cluster juntamente com a raz3o isotdpica d'3C permitem distinguir as amostras
provenientes do Alentejo (figura 29). Por outro lado, as amostras provenientes de Tras-
os-Montes s3o agrupadas com base nas semelhancas (menor distincia) entre 0 5°H e a
Temperatura seguidos da Precipitacdo. Esta proximidade ja tinha sido observada na
ACP, tal como o fato do 50 ser a varidvel mais distantes de todos os outros clusters,

mas mesmo assim dentro do cluster que agrupa as amostras de Tras-os-Montes.
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5.2.2.3 - ANALISE DISCRIMINANTE (AD)

As analises exploratdrias de dados utilizadas até agora, nomeadamente a ACP e a
AC, analisaram os dados multivariados sem usar diretamente a informacao sobre a que
classe (grupo) as amostras pertencem, ou seja, 0s grupos sdo agregados sem
conhecimento prévio dos mesmos (métodos de aprendizagem ndo supervisionada).
Embora estas técnicas de mapear e agrupar os dados sejam ferramentas poderosas para
descobrir relacées entre grandes conjuntos de dados multivariados, normalmente ndo
sdo suficientes para desenvolver uma regra que permita a classificacdo dos objetos. No
entanto, em ultima andlise, o objetivo final do estudo de reconhecimento de padrdes é
desenvolver uma regra de classificacdo que possa prever com precisdo a que classe
pertence uma amostra desconhecida. Neste caso, conseguiremos prever com precisao
a que regido pertence uma amostras de AVE de origem desconhecida com base nas suas
razoes isotopicas?

Os métodos utilizados anteriormente permitiam verificar se os objetos se inseriam
num determinado grupo sem conhecimento prévio dos grupos expetaveis. No entanto
é possivel utilizar objetos que se sabe a que grupo pertencem (chamados objetos de
aprendizagem) para encontra uma funcdo que permita colocar um objeto desconhecido
dentro do grupo correto (Miller & Miller, 2000), ou seja, a Analise Discriminante (AD)
permite posteriormente classificar amostras desconhecidas apds verificacdo da possivel
diferenciacdo de amostras de origem conhecida.

Em contraste com a ACP, que determina as varidveis latentes responsaveis pelas
semelhancas nos dados, a Andlise Discriminante (AD) determina as varidveis latentes
gue melhor explicam as diferencas entre os dados pertencentes a classes pré-definidas
(Granato & Ares, 2014). A andlise discriminante é assim um método paramétrico que se
foca em encontrar as fronteiras ideais entre diferentes classes de objetos. Tal como a
analise de componentes principais, a andlise discriminante permite a reducdo da
informacdo, no entanto este método procura as dire¢Ges espaciais que consigam uma
maxima separacao entre diferentes classes e utiliza a distancia Euclidiana para classificar
amostras desconhecidas (GOmez-Caravaca et al.,, 2016). Esta classificacdo é uma
classificacdo supervisionada, ao contrario dos algoritmos de agregacdo ndo

supervisionados da ACP e AC.
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O ponto de partida para a Analise Discriminante é achar uma funcdo linear que seja
uma combinacdo linear das varidveis originais, de modo a que as n determinac¢Ges para
cada objeto sejam reduzidas de n dimensdes a uma sé dimensdo de valor Y. Estas
funcdes refletem a diferenca entre grupos o mais possivel, originando que objetos com
valores de Y semelhantes pertencem ao mesmo grupo enquanto valores de Y diferentes
pertencem a outro grupo. E deste modo que as FuncBes Lineares Discriminantes
discriminam entre grupos (Miller & Miller, 2000).

Este método pretende estabelecer uma série de func¢bes discriminantes que
possam ajudar a prever o nivel de determinada varidvel (por exemplo o nivel de Elevagao
ou Influéncia oceanica) com base nos valores de outras varidveis quantitativas. Neste
estudo foram usadas as 38 amostras de azeite das quais foram determinadas as razoes
isotopicas e de que sdo conhecidas as carateristicas geograficas e climaticas da sua
proveniéncia. Com esta informacdo desenvolveram-se modelos com capacidade para
discriminar relativamente a 2 niveis de Regido (Alentejo e Tras-os-Montes) e 3 niveis de
Temperatura, Elevacdo e de Influéncia o Oceédnica que permitam classificar
corretamente amostras desconhecidas. Ou seja, ao introduzir no modelo os valores das
razOes isotdpicas de amostras de que se desconhece a proveniéncia, consegue-se
classificar essa amostra relativamente a regido, a temperatura, a elevacao da zona e a
distancia ao oceano.

O primeiro passo na Andlise Discriminante é estabelecer as classes ou niveis. No
caso da Elevacdo, para considerar se as amostras sdo provenientes de uma zona a alta
ou baixa altitude, estipularam-se 3 niveis de Elevacdo: Baixa (EB) se as amostras sdo
provenientes de uma zona a menos de 200 m; Média (EM) se a altitude estiver entre os
200 e os 330 m; Alta (EA) se a altitude for superior a 330 m. As fung¢des discriminantes
foram calculadas com base nos valores das razdes isotépicas de carbono, hidrogénio e
oxigénio.

Os coeficientes das func¢des discriminantes permitem determinar as equacdes. A
magnitude dos coeficientes da equacdo indica a importancia de cada varidvel para
discriminar entre grupos.

A primeira funcao discriminante (7) descreve 90,09% (valor de P < 0,05) da variancia
dos dados e a segunda funcdo (8) 9,91% (tabela 10). Em conjunto as duas funcdes

discriminantes sdo suficientes para explicar 100% da varidncia dos dados. A
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discriminacdo dos dados em trés classes pode ser representada graficamente usando as

2 func¢des uma contra a outra (figura 31). A sua interpretacdo permite identificar as

varidveis que melhor discriminam entre grupos.

Fung@o 1(gfevacao) = - 0,5694 3"3C + 0,9794 5°H - 0,0810 5'0

Fungé@o 2(gjevacao) = - 0,7025 6*3C - 0,4680 5°H + 0,9841 580

Tabela 10 - Fungdes discriminantes da Elevagdo em fungdo das razdes isotdpicas

A Percentagem
Discriminante Valor préprio N 8 Valor P
= Relativa
(Elevagdio) S13¢
Fungdo 1 (geyaeo) 1,73894 90,09 0 -0,5694
Fungdo 2 (geyqcd0) 0,19123 9,91 0,0511 -0,7025

(7)

(8)

Coeficientes

&H 520
0,9794 -0,0810
-0,4680 0,9841

Observando o peso dos cocientes da funcdo, constata-se que o 8?H é a varidvel com

mais peso para discriminar quanto ao nivel se elevagcdo. Como se observa na figura 31 a

funcdo discriminante 1 consegue classificar e agrupar corretamente para os niveis de

Elevacdo Alta e Baixa, enquanto a fun¢do 2 ndo consegue separar os diferentes niveis.

2.6 Elevacéo
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1.6 R . Média
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Figura 31 — Representagdo grafica das fung¢des discriminantes para 3 niveis de Elevagdo.
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Para classificar ou prever em que grupo se inserem novas observagdes, existe uma
funcdo para cada nivel de Elevacdo. Com estas funcbes obtém-se um valor
(“pontuacdo”) para cada nivel em funcdo de dados isotdpicos de novas observacgoes,
sendo o valor mais alto correspondente ao grupo onde se vai inserir a nova amostra.
Neste caso as fungOes para estabelecer se uma nova amostra pertence a uma zona de

Elevacdo Alta (9), Baixa (10) ou Média (11), utilizando os valores das razoes isotopicas

sdo as seguintes:

AE =-2216,77 - 60,0925 8"3C + 55,3128 %0 - 9,4681 &°H (9)
BE =-2175,69 - 62,3615 8"°C + 54,9299 §'%0 - 8,7749 &°H (10)
ME = - 2136,7 - 60,5121 5"3C + 54,2361 &0 - 9,0021 &°H (12)

A funcdo que gerar um valor absoluto maior corresponde ao grupo, ou seja, ao nivel
de Elevacdo a que pertence a nova observacdo. O modelo calculado com as funcoes

discriminantes (9), (10) e (11) classificou corretamente 84,2% das amostras utilizadas

(tabela 11).

Tabela 11 - Percentagem de casos corretamente classificados pelo modelo para 3 niveis de Elevagdo

Elevagdo prevista

Elevagdo Tamanho do grupo
AE BE ME
8 0 1
AE 9
88,89% 0,00% 11,11%
0 14 2
BE 16
0,00% 87,50% 12,50%
2 1 10
ME 13
15,38% 7,69% 76,92%

Percentagem de casos corretamente classificados: 84,21%

Relativamente aos niveis de influéncia oceénica, estes foram calculados a partir da
distancia ao oceano, considerando que existe uma elevada influéncia oceanica nas
amostras que distam do oceano menos que 120 Km, uma influéncia média entre 120 e

160 Km e que a influéncia oceédnica é baixa para distancias superiores a 160 km.
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Observando a tabela 12 verifica-se que no caso da Influéncia oceanica a primeira fungao
discriminante representa 85,54% da variabilidade dos dados (P<0,05) e que a variavel
com mais peso para discriminar entre grupos é novamente o 8’H. No entanto neste caso
também a funcdo discriminante 2 é significativa (P<0,05) e neste caso sdo as variaveis

313C e 50 que tém mais peso a discriminar entre os diferentes niveis de Influéncia

ocednica.
Fung@o 1ng. oceanica) = - 0,5613 813C +0,9106 &%H - 0,0945 580 (12)
Fung@o 2y, oceanica) = 0,8320 813C +0,5474 &°H - 0,8179 580 (13)

Tabela 12 - Fungdes discriminantes da Influéncia oceanica em fungdo das razées isotopicas

Fungao Coeficientes
L P Percentagem
Discriminante Valor préprio Relativa Valor p
(Infl. ocednica) d13C 3%H 380
Fungao 1 (infi. ocednica) 1,6443 85,54 0 -0,5613 0,9106 0,0945
Fungao 2 (infl. ocednica) 0,2780 14,46 0,0155 0,8320 0,5474 -0,8179

A representacao grafica (figura 32) que se obtém a partir das fungdes discriminantes
mostra como a primeira funcdo discriminante (12) foi capaz de discriminar entre as
amostras de AVE sujeitas a uma média influéncia oceénica (MIO) das que tinham uma
alta influéncia oceénica (AlO) enquanto as que se consideravam com uma baixa
influéncia oceanica (BIO) ndo se conseguem separar. Esta situacdo pode dever-se ao fato
das amostras de Tras-os-Montes se encontrarem a uma distancia do oceano
considerada média (alguma das amostras do Alentejo estdo mais afastadas do oceano,
nomeadamente as amostras da zona de Elvas).

As funcgdes discriminantes para os diferentes niveis de influéncia oceanica permitem
agrupar e classificar novas observacbes. Com base no modelo obtido, foram
classificadas corretamente 84,21% das amostras (tabelal3). O modelo classificou
corretamente 80% das amostras consideradas como tendo alta influéncia oceanica ou
baixa influéncia oceanica, no entanto classificou corretamente 92% das amostras que se

considerou terem uma influéncia ocednica média, que como referido anteriormente sdo
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Figura 32 - Representagdo grafica das fungdes discriminantes para 3 niveis de Influéncia ocednica.

3.9

essencialmente as amostras provenientes de Tras-os-Montes. Efetivamente, a amostra

que foi classificada incorretamente (tabela 13) como BIO quando de fato era MIO, foi

uma amostras da zona de Mourdo que se encontra a uma distancia do oceano

semelhante as da regido de Trads-os-Montes, mas que pertence a regido Alentejo.

AlO =-2344,11 - 72,2491 3"3C + 56,4914 30 - 8,73191 &°H

BIO =-2267,08 - 70,1243 3"3C + 55,4232 3'%0 - 8,8075 5°H

MIO = - 2349,54 - 70,0134 3"3C + 56,1429 5'%0 - 9,2897 3°H

(14)
(15)
(16)

Tabela 13 - Percentagem de casos corretamente classificados pelo modelo para 3 niveis de Influéncia oceanica

Influéncia
.. Tamanho do grupo
ocednica AlO
12
AlO 15
80,00%
1
BIO 10
10,00%
0
[\ (e} 13
0,00%

Influéncia oceanica prevista
BIO
3
20,00%
8
80,00%
1

7,69%

Percentagem de casos corretamente classificados: 84,21%
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No caso da Temperatura estipulou-se que uma zona de temperatura elevada (TA)
teria como temperatura média, para os meses entre Agosto e Dezembro, acima dos 19°C
e uma zona caraterizada por temperaturas mais baixas (TB) valores menores que 16°C.
Os valores de temperatura situados entre 16 e 19°C consideraram-se valores de
temperatura média (TM). Do mesmo modo procedeu-se a uma anadlise discriminante
para avaliar a capacidade do modelo distinguir e classificar quanto a temperatura da
regido de proveniéncia das amostras de AVE. A tabela 14 apresenta os valores préprios
e cocientes das 2 funcdes discriminantes (17) e (18) para os 3 niveis de temperatura.
Mais uma vez a raz3o isotdpica 8H é a que tem mais peso e a funcio 1 representa 95,5%

da variacdo dos dados de temperatura, enquanto a funcdo 2 ndo é significativa (P>0,05).

Fungé@o 1(remperatura) = - 0,3363 8'3C + 1,0694 &°H - 0,2721 5'%0 (17)

Fungé@o 2remperatura) = 0,9564 83C + 0,2936 5°H - 0,5991 520 (18)

Tabela 14- — Fungdes discriminantes da Temperatura em fungdo das razées isotdpicas

Funcdo Coeficientes
L . Percentagem
Discriminante Valor préprio Relativa Valor P
(Temperatura) 3¢ &H 880
Fungao 1 (remperatura) 2,7778 95,51 0 -0,3363 1,0694 -0,2721
Fungao 2 (remperatura) 0,1305 4,49 0,1242 0,9564 0,2936 -0,5991

Na figura 33 pode-se observar que a representacdo grafica mais uma vez agrupa as
amostras provenientes de zonas em que as temperaturas foram mais baixas. Quanto as
temperaturas altas (TA) e temperaturas médias (TM) o modelo ja ndo agrupa de maneira
distinta. Observando a tabela 15, obtida a partir das classificacGes originadas pelas
funcdes (19), (20) e (21), verifica-se que o modelo classificou corretamente 100% das
amostras consideradas provenientes de baixas temperaturas (TB) e foi menos eficiente
a classificar amostras de temperaturas altas (TA) e temperaturas médias (TM), em que
so classificou corretamente 66,7 e 76,5% respetivamente. Neste caso, porém, o modelo

ao diferenciar as amostras provenientes de zonas com temperaturas mais baixas,
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consegue separar as amostras provenientes de Trds-os-Montes. As amostras em que se

consideraram as temperaturas média e elevada, situam-se todas no Alentejo (tabela 1).

3 Temperatura
. = TA
2 ° B
B A ™
- A A
. N - Centroids
~ 1 N .
=] [
zc& . . R .
g -
B 0 . 4 A
L] A
. L d A A, 4 A
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° A
2 A
-5 3 1 1 3
Fungdo 1
Figura 33 - Representagdo grafica das fungdes discriminantes para 3 niveis de Temperatura
TA = - 2373,45 - 54,0160 5'3C + 54,2406 50 - 13,8343 5°H (19)
TB =-2512,77 - 53,6686 §3C + 55,3998 520 - 14,6861 &°H (20)
TM = -2399,01 - 55,4054 5'3C + 54,5275 80 - 13,6741 °H (21)
Tabela 15 - Percentagem de casos corretamente classificados pelo modelo para 3 niveis de Temperatura
Temperatura prevista
Temperatura Tamanho do grupo
TA TB ™
6 1 2
TA 9
66,67% 11,11% 22,22%
0 12 0
TB 12
0,00% 100,00% 0,00%
4 0 13
™ 17
23,53% 0,00% 76,47%

Percentagem de casos corretamente classificados: 81,58%

Analisando as classificacbes obtidas pelas fun¢des discriminantes relativamente a
altitude, distancia ao oceano e temperatura pode-se verificar que as carateristicas

relacionadas com a regido de Tras-os-Montes, como Alta Elevacao, Influéncia Oceanica
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Média e Temperatura Baixa, foram corretamente classificadas pelos modelos
anteriores, havendo apenas 1 amostra mal classificada relativamente ao nivel de
Elevacdo e outra relativa a influéncia oceéanica. Este é pois um modelo que pode
discriminar entre amostras das 2 regibes em estudo em funcdo das 3 varidveis
preditivas, pelo que também se verificou se 0 modelo é eficiente usando as 2 regides
como 2 niveis de localizacdo geogrifica, desse modo obteve-se uma sé funcdo
discriminante (22) em que também a magnitude do coeficiente do 3?H é a que tem mais

peso na discriminacdo entre as 2 regides.

Tabela 16 - Fungdo discriminante da Regido em fungdo das razdes isotdpicas

Fungdo Coeficientes
Discriminante Valor préprio Pe::eln:?gem Valor P
(regidio) elativa 8¢ 3%H 3180
Fungdo 1 .gid0) 2,4575 100 0 -0,1990 1,0864 -0,3454
Fung@o 1(regiao) = -0,3454 5'3C + 1,0864 &°H - 0,34541 580 (22)

Como se observa na tabela 17 este modelo classificou corretamente 97,37% das
amostras relativamente a regido de proveniéncia com base nos valores isotdpicos de
d13C, 8%H e 8'80. Em comum, todos os modelos, tém o fato do 8?H ser determinante
para discriminar entre as amostras, sendo sempre o cociente com mais peso em todos

os modelos.

Tabela 17 - Percentagem de casos corretamente classificado pelo modelo para 2 niveis de Regido

Regido prevista

Regido Tamanho do grupo
Alentejo Tras-os-Montes
25 1
Alentejo 26
96,15% 3,85%
0 12
Tras-os-Montes 12
0,00% 100,00%

Percentagem de casos corretamente classificados: 97,37%
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5.2.2.4 - REGRESSAO LINEAR MULTIPLA (RLM)

O modelo de regressdo linear multipla é uma técnica estatistica, descritiva e
inferencial, que permite a analise da relacdo entre uma variavel dependente e um
conjunto de varidveis independentes. As andlises multivariadas efetuadas
anteriormente demonstram a relacdo das razdes isotdpicas com as varidveis climaticas
e geograficas, considerando esses resultados, pretende-se verificar se sera possivel
determinar cada uma das varidveis dependentes (latitude, longitude, precipitacdo,
altitude, distdncia ao oceano e temperatura) em fun¢do do conjunto de varidveis
independentes (8'3C, 8'80 e 8?H). Neste estudo, pretende-se criar um modelo que
permita inferir, por exemplo, a latitude e a longitude da origem do azeite em funcdo das
razoes isotépicas do carbono, oxigénio e hidrogénio, e se terdo todas as 3 razoes
isotdpicas interesse para o modelo.

A tabela 18 apresenta um sumario dos modelos efetuados para cada uma das
varidveis, com os respetivos coeficientes de correlacdo multipla e resultados da andlise
de varidncia, nomeadamente a estatistica de teste F e o valor P associado, que

determina a significancia de cada um dos modelos globalmente.

Tabela 18 - Coeficientes de determinagdo e analise de variancia para os modelos de Regressao Linear Multipla
considerando todas as variaveis independentes

Coeficientes de determinagdo ANOVA
R? RZ F Valor P
Latitude 0,7151 0,6899 28,44 0,0000
Longitude 0,5481 0,5082 13,74 0,0000
Altitude 0,5138 0,4709 11,98 0,0000
Temperatura 0,6119 0,5777 17,87 0,0000
Precipitacdo 0,3024 0,2409 4,91 0,0061
Distancia ao oceano 0,3511 0,2939 6,13 0,0019

R?- Coeficiente de determinagdo, R%- Coeficiente de determinagéo ajustado, F — Estatistica de teste para um nivel de significancia 0,05

Na Regressao Linear Multipla, em que os modelos incluem mais do que uma variavel
independente, os coeficientes de determinacdo ajustados (R%) s3o mais adequados na
avaliacdo da qualidade de ajustamento dos modelos. Neste caso, relativamente ao

modelo para determinar a Latitude, por exemplo, verifica-se que para um R?; de 0,6899
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pode-se afirmar que 68,99% da variabilidade total dos valores da Latitude sdo explicados

pelas varidveis independentes 6*3C, 5180 e §H.

Tabela 19 - Coeficientes de regressdao com todas as variaveis

Coeficientes da Regressdo

B Erro padrdo t Valor P

Constante 22,7123 8,1799 2,7766 0,0089

510 0,0702 0,1429 0,4913 0,6264

Latitude

d1¢C 0,3279 0,1628 2,0143 0,0519

&%H -0,1748 0,0219 -7,9633 0,0000

Constante 1,0624 2,6464 0,4015 0,6906

30 0,0777 0,0462 1,6804 0,1021

Longitude

dtC -0,2451 0,0527 -4,6540 0,0000

&%H 0,0188 0,0071 2,6426 0,0123

Constante 240,6020 1060,7000 0,2268 0,8219

50 4,2403 18,5305 0,2289 0,8204

Altitude

dt3C 60,4060 21,1078 2,8618 0,0072

&%H -12,2845 2,8456 -4,3171 0,0001

Constante 52,8328 12,1632 4,3437 0,0001

50 -0,3050 0,2125 -1,4354 0,1603

Temperatura

dt3C -0,1260 0,2420 -0,5205 0,6061

&%H 0,2244 0,0326 6,8771 0,0000

Constante 237,3110 66,5227 3,5674 0,0011

50 0,4690 1,1622 0,4036 0,6890

Precipitacao

3tC -2,3221 1,3238 -1,7541 0,0884

&%H 0,4765 0,1785 2,6698 0,0116

Constante 1468,7300 402,1980 3,6518 0,0009

50 -15,9386 7,0264 -2,2684 0,0298

Distancia ao oceano

3tC 31,1644 8,0037 3,8938 0,0004

&%H 0,3591 1,0790 0,3328 0,7413

Todos os modelos sdo significativos globalmente (valor P < 0,05), no entanto ao
analisar a tabela 19 verifica-se que aos valores da estatistica de teste para os
coeficientes de regressdo parciais (t) nem sempre esta associado um valor P < 0,05, ou

seja, nem todas as razoes isotépicas sao significativas para a elaboracdo do modelo, que
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deverd ser simplificado de modo a considerar, para cada um dos modelos, apenas as
razoes isotdpicas relevantes.
As tabelas 20 e 21 mostram os valores relativos a andlise de regressao efetuada

apenas com as variaveis independentes significativas para o modelo.

Tabela 20 - Coeficientes de determinagdo e analise de variancia para os modelos de regressao linear considerando as
variaveis independentes significativas

Coeficientes de determinacdo ANOVA
R? R% F Valor P
Latitude 0,7131 0,6967 43,49 0,0000
Longitude 0,5105 0,4826 18,25 0,0000
Altitude 0,5130 0,4852 18,44 0,0000
Temperatura 0,6088 0,5865 27,24 0,0000
Precipitagao 0,2393 0,2181 11,32 0,0018
Distancia ao oceano 0,3490 0,3118 9,38 0,0005

Tabela 21 - Coeficientes de regressao e andlise de variancia para os modelos de regressao linear considerando as variaveis
independentes significativas

Coeficientes da Regressao

B Erro padrdo t Valor-P

Constante 25,5205 5,7874 4,4097 0,0001

Latitude 5°C 0,3479 0,1559 2,2324 0,0321
3°H -0,1704 0,0199 -8,5651 0,0000

Constante 4,1701 1,9417 2,1476 0,0387

Longitude (e -0,2229 0,0523 -4,2627 0,0001
&H 0,0235 0,0067 3,5235 0,0012

Constante 410,2180 748,3820 0,5481 0,5871

Altitude e 61,6174 20,1546 3,0572 0,0043
3°H -12,0245 2,5734 -4,6727 0,0000

Temperatura Constante 47,5691 4,2389 11,2220 0,0000
&H 0,2102 0,0299 7,0356 0,0000

Precipitacio Constante 327,2900 23,2432 14,0811 0,0000
&H 0,5511 0,1638 3,3648 0,0018

Constante 1377,1100 289,4530 4,7576 0,0000

Distancia ao oceano 8*0 -15,0050 6,3597 -2,3594 0,0240
3tc 30,5092 7,6585 3,9837 0,0003

Utilizando os coeficientes de regressdo das varidveis significativas para o modelo

obtiveram-se as seguintes equacdes:
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Latitude = 25,5205 + 0,3479 x 5'3C - 0,1704 x &%H
Longitude = 4,1701 - 0,2229 x 8'3C + 0,0235 x §%H
Altitude = 410,2180 + 61,6174 x 8*3C - 12,0245 x &°H
Temperatura = 47,5691 + 0,2102 x 5°H

Precipita¢do = 327,2900 + 0,5511 x 8%H

Distancia do oceano = 1377,11 - 15,005 x 680 + 30,5092 x 513C

A figura 34 mostra as representacdes graficas dos valores observados vs valores

previstos para cada um dos modelos usando os valores dos isdtopos estaveis como

preditores.

Latitude Longitude

Observado
a
&
Observado

37 38 39 40 41 42 43

Previsto Previsto

Altitude Temperatura

800

600

400

Observado
Observado
>

200

0 200 400 600 800
Previsto Previsto
Precipitacao Distancia do oceano

260 210

180
250

150
240

Observado
Observado

120

230
920

220 60

220 230 240 250 260

Previsto Previsto

Figura 34 — Valores observados vs. Valores previstos para as variaveis geograficas e climaticas: Latitude,
Longitude, Altitude, Temperatura, Precipita¢gdo e Distancia ao Oceano
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6 - CONCLUSOES

O uso combinado de razdes isotdpicas de 83C, 8°H e 60 com técnicas
guimiométricas é uma ferramenta poderosa para estabelecer a origem geogréfica de
AVEs, que pode auxiliar no combate as fraudes a que o setor estd sujeito em Portugal.
Tanto quanto é possivel saber, este foi o primeiro trabalho em que se usou a
combinacdo da composicdo isotépica, em bulk, de AVE com uma andlise estatistica
multivariada para demonstrar a existéncia de uma assinatura isotdpica carateristica de
AVEs portugueses, com elevado potencial para estabelecer diferencas associadas com a
sua Denominacdo de Origem Protegida.

Este trabalho tinha como objetivo relacionar a composic3o isotdpica de *3C, 2H e 20
de AVEs de diferentes variedades e provenientes de diversas localizacdes de Portugal
Continental (nas regides Alentejo e Tras-os-Montes) com as carateristicas
edafoclimaticas dessas localizacdes (nomeadamente a Latitude, Longitude, Altitude,
Distancia ao Oceano, Temperatura e Precipitacdo) e avaliar se essas relacdes poderiam
ser usadas para caraterizar e classificar os AVEs de acordo com a sua origem geografica,
identificando as razGes isotdpicas carateristicas de cada regido e quais as varidveis que
mais contribuiam para distinguir entre as 2 regides.

Considerando os valores médios dos rdacios isotépicos de &'3C, &°H e &0
apresentados, verificou-se que existéncia de diferencas entre as amostras provenientes
da regido Alentejo e Tras-os-Montes. Entre as 2 regides os valores médios das razoes
isotdpicas de 5?H foram os que mais variaram, com uma amplitude total de 26,2%o, com
os valores inferiores registados na regido mais a norte (Tras-os-Montes) em
concordancia com o descrito na bibliografia.

Relativamente a composicdo isotdpica em 3C esta é consistente com os valores das
plantas Cs, no entanto, estes valores foram ligeiramente superiores na regido de Tras-
os-Montes, o que ndo estd de acordo com a bibliografia, que associa racios isotdpicos
menores nas zonas situadas mais a norte, com temperaturas médias mais baixas e
valores de precipitacdo superiores. Esta discrepancia pode estar relacionada com o fato
dos niveis de precipitacdo, durante os meses de maturacdo dos frutos, terem sido
atipicos para as regides consideradas, em que choveu mais na regido mais a sul,

deixando as amostras provenientes de Tras-os-Montes sujeitas a um maior stresse
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hidrico. Este é um fator importante, pois induz o fecho dos estomas levando a uma
diminui¢do do racio de CO; interior da folha/CO; no ar que conduz a um aumento do *3C
nas plantas e consequentemente no azeite.

Por outro lado, ndo se podem excluir as variedades como fator influente na
composicdo isotépica devido as adaptacdes de cada variedade as condicoes
climatéricas, nomeadamente na eficiéncia do uso da agua, e ao diferente perfil de acidos
gordos. A acdo de complexos enzimaticos que conduzem a um fracionamento isotépico
pode diferir entre variedades que tenham uma composicao em acidos gordos diferente.
As diferentes variedades podem também exibir diferentes composicdes isotépicas pois
comecam a acumular dleo em periodos ligeiramente diferentes, mas que podem ser o
suficiente para refletir possiveis diferencas climatéricas, pois a maturacdo sucede numa
altura em que a precipitacdo e a temperatura sofrem grandes variagdes com a passagem
do Verdo para o Outono.

A abordagem quimiométrica dos dados analiticos obtidos juntamente com as
varidveis relacionadas com a localizacdo das amostras permitiu distinguir os azeites
provenientes de regides diferentes e quais os fatores que mais influenciavam essa
distribuicao.

Observou-se que tanto o 83C como o &8’°H apresentam correlacdes com os
pardmetros geograficos ambientais, enquanto o &80 n3o apresenta nenhuma
correlacdo significativa (P< 0,05). O 8'3C apresenta uma correlacdo negativa com a
precipitacdo e positiva com a latitude corroborando o fato de na época de producdo
aqui considerada ter chovido mais na regido mais a sul (Alentejo). Mas foi o 8°H que
apresentou maior correlacdo com as varidveis geograficas e ambientais, com um
coeficiente de correlacdo superior a 0,8 com a Latitude.

Na analise multivariada a utilizacdo de métodos ndo supervisionados permitiu
observar o peso que as variadveis geograficas e climaticas tém nas razdes isotdpicas e
como as variaveis se relacionam entre si. A ACP permitiu, a partir do conjunto inicial das
9 varidveis em estudo, obter um novo conjunto de varidveis que explicavam uma
percentagem significativa da variabilidade dos dados (= 74% para as 2 primeiras
componentes principais), permitindo assim visualizar como as variaveis se relacionam
entre si e quais as que mais contribuem para a variabilidade total dos dados. Assim

observou-se que o 8?H é a raz3o isotdpica que mais contribui para a variabilidade dos
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dados, enquanto o 380 a que menos contribui. Na anélise dos dendrogramas obtidos
pela AC observaram-se 2 clusters distintos para as amostras provenientes de Trds-os-
Montes e Alentejo evidenciando a ligacdo entre as razdes isotdpicas e as varidveis
geograficas e climaticas.

A aplicacdo de métodos supervisionados na andlise estatistica dos dados permitiu
criar um modelo que permite classificar novas amostras de AVEs que se desconheca a
sua origem geografica e inferir sobre parametros ambientais com base nos valores da
composicao isotdpica.

Na AD, as funcdes geradas pelo modelo permitem classificar corretamente 84,2%
das amostras relativamente a Elevacdo e Distancia ao Oceano e 81,6% relativamente a
Temperatura. Este é um modelo que pode discriminar entre amostras das 2 regides em
funcdo das trés varidveis preditivas, com 97,4% das amostras corretamente
classificadas. Analisando os coeficientes das funcGes discriminantes, verificou-se que a
raz3o isotépica 8H é a varidvel com maior peso na discriminacdo das amostras.

A RLM gerou modelos estatisticamente significativos (P < 0,05), geograficos e
climaticos, no entanto verificou-se que nem todas as razbes isotépicas eram
significativas para a elaboracdo do modelo. Assim, obteve-se um modelo simplificado
qgue permite inferir quanto as varidveis dependentes (Latitude, Longitude, Altitude,
Distancia a o Oceano, Temperatura e Precipitacdo) em funcdo do conjunto de varidveis
dependentes (8'3C, §%H e §'80) estatisticamente significativas.

Com este estudo foi possivel inferir quanto a origem geografica das amostras de
AVE mesmo sem conhecimento das praticas agronémicas, nomeadamente a rega, o
grau de maturacdo das azeitonas, condicdes de colheita, armazenamento, etc..

Este trabalho evidenciou a importancia do racio isotépico 8*H na determinacdo da
origem geografica. Muitos dos estudos efetuados para estabelecer a relacdo da
composicdo isotdpica com a origem geografica dos alimentos baseiam-se nos récios
isotdpicos de 83C e 880, no entanto, como se destacou neste estudo, estes valores ao
serem influenciados pelas condi¢Ges climatéricas, que nem sempre seguem os padrdes
climaticos, podem ser insuficientes para a determinar a origem geografica de AVEs. No
entanto, o uso combinado das razdes isotdpicas de 3'3C, 8°H e 580 e técnicas de

guimiometria podem estabelecer essa origem com mais precisdo, podendo assim
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desempenhar um papel fundamental na autenticidade e rastreabilidade de AVE com

Denominacdo de Origem Protegida.
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