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RESUMO

Azeites de oliva estdo sujeitos a reacdes de oxidacéo e hidrolise. Essas reagdes resultam
na formacdo de hidroperoxidos e &cidos graxos livres, compostos que interferem
diretamente na qualidade, classificacdo e precificacdo do produto. A extensdo da
oxidacdo e da hidrolise pode ser medida por meio de parametros quimicos de qualidade,
denominados indice de peroxidos (IP) e acidez livre (AL), respectivamente. Os métodos
padrdo para determinacdo desses indicadores sdo baseados em titulacGes que, apesar da
baixa complexidade analitica, demandam uma grande quantidade de reagentes e sao
susceptiveis a erros na deteccdo do ponto final. A fim de contornar tais desvantagens,
essa pesquisa buscou o desenvolvimento de dois métodos inovadores, baseados em
Colorimetria por Imagem Digital (CID) usando smartphones, para determinar o IP e a
AL em azeites de oliva. No primeiro método, para a determinacdo do IP, foram
construidas curvas analiticas usando uma solucdo padrdo de perdxido de hidrogénio. O
iodeto de potassio foi empregado para a reacao colorimétrica e as solucdes fotografadas.
Os parametros dos sistemas de cores RGB, CMYK, HSV, L*a*b* e XYZ foram
calibrados contra a quantidade de miliequivalentes de O, nos padrdes, e as curvas
analiticas usadas para determinar o IP das amostras. No segundo método, para a
determinacdo da AL, uma solucdo de acido oleico foi utilizada para a construcdo de
curvas de adicdo padrdo, empregando-se acetato cUprico para gerar um derivado de
coloracdo azulada. As solucdes foram fotografadas e o percentual de &cido oleico nos
padrdes calibrado contra os respectivos parametros do sistema de cor RGB. Finalmente,
a AL de cada amostra foi determinada por extrapolacao das curvas. Os resultados obtidos
revelaram métodos mais confidveis e de execu¢do mais simples que os comumente
empregados, com R? de 0,97 e 0,99, e RMSE de 3,29 meq Oz/Kg e 0,08 %,
respectivamente. Os métodos ainda contribuem para a reducdo de custos e tempo
analitico nos laboratorios. Os resultados desta pesquisa foram acrescidos de dados de
outros 6leos vegetais e publicados nos periddicos Journal of Food and Composition
Analysis (DOl  10.1016/j.jfca.2022.104724) e Food  Chemistry  (DOI
10.1016/j.foodchem.2024.138555).

Palavras-chave: Analise colorimétrica. Olivicultura. Oleos comestiveis.



ABSTRACT

Olive oils are subject to oxidation and hydrolysis reactions. These reactions produce
hydroperoxides and free fatty acids, compounds that directly affect the quality,
classification, and pricing of products. The extent of oxidation and hydrolysis can be
measured by the chemical quality parameters called peroxide value (PV) and free acidity
(FA), respectively. The standard methods for determining these indicators are based on
titrations, with low analytical complexity, but that requires a lot of chemicals and are
susceptible to errors in detecting the endpoint. To overcome such disadvantages, this
research sought to develop two innovative methods based on Digital Image Colorimetry
(DIC) using smartphones to determine PV and FA in olive oils. In the first method of
PV determination, analytical curves were built using a standard hydrogen peroxide
solution. Potassium iodide was used for the colorimetric reaction, and the solutions were
imaged. The parameters of the RGB, CMYK, HSV, L*a*b*, and XYZ color systems
were calibrated against the milliequivalents of O in the standards, and the analytical
curves were used to determine the PV of samples. In the second method, to determine
FA, an oleic acid solution was used to construct standard addition curves, using cupric
acetate to generate a bluish-colored derivative. The solutions were imaged, and the
percentage of oleic acid in the standards was calibrated against the respective parameters
of the RGB color system. Finally, the FA of each sample was determined by curve
extrapolation. The results showed more reliable and simpler methods than those
commonly used, with R? of 0.97 and 0.99 and RMSE of 3.29 meq O»/Kg and 0.08 %,
respectively. The methods also contribute to reducing costs and analytical time in
laboratories. The results of this research were added to data from other vegetable oils
and published in the journals Journal of Food and Composition Analysis (DOI
10.1016/j.jfca.2022.104724) and Food Chemistry (DOl
10.1016/j.foodchem.2024.138555).

Keywords: Colorimetric analysis. Olive growing. Edible oils.
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INTRODUCAO GERAL

O azeite de oliva € um dos principais produtos da olivicultura e um dos produtos
agricolas de maior valor agregado. Extraido diretamente das azeitonas, esse 0leo esta
entre os alimentos mais apreciados no mundo devido as suas propriedades quimicas e
nutricionais.

De acordo o Instituto Brasileiro de Olivicultura, o Brasil vive um cenario de
crescente desenvolvimento no setor, com um crescimento anual de 10 % (IBRAOLIVA,
2023). Entretanto, o pais ainda é o segundo maior importador de azeite no mundo. Deste
modo, um dos maiores desafios da olivicultura nacional é a producdo de azeites em
guantidade e qualidade suficientes para reduzir a dependéncia da importacéo.

A qualidade do azeite de oliva é fortemente influenciada por fatores relacionados
a pos-colheita, ao processamento dos frutos e ao armazenamento apds a extracao.
Durante esses processos, podem ocorrer reacdes de oxidacdo e hidrolise, que liberam
compostos responsaveis pela diminuicdo da qualidade e valor nutricional, bem como
pelo desenvolvimento de caracteristicas sensoriais desagradaveis no éleo.

Os parametros quimicos usados para avaliar a extensao das reacfes de oxidagao
e hidrdlise sdo, respectivamente, o indice de peroxidos (IP) e a acidez livre (AL). Tais
parametros também sdo determinantes para classificar os produtos destinados a consumo
como extravirgem, virgem e outros, 0 que causa um impacto direto no seu valor
comercial.

Os métodos padrao para a determinacdo de IP e AL séo baseados em titulometria.
Embora estes métodos apresentem baixa complexidade analitica, a alta demanda por
reagentes quimicos e a subjetividade na deteccdo do ponto final da titulacdo torna-os,
por vezes, imprecisos e laboriosos, configurando importantes desvantagens a sua
execucao.

Nos ultimos anos, diversos métodos analiticos baseadas em Colorimetria por
Imagem Digital (CID), tem sido discutidos. Essa abordagem visa extrair informacéo
analitica de imagens obtidas por dispositivos como smartphones e cameras digitais,
fornecendo resultados de forma répida, precisa e econdémica. A condicdo para a
realizacdo desse tipo de anélise é que a amostra seja colorida ou que uma reacao quimica

colorimétrica esteja envolvida, de forma que a intensidade da cor varie



proporcionalmente a concentracdo do analito. As imagens digitais das amostras séo
usadas para extrair as informacdes numéricas associadas a sistemas de cores, e essa
informacdo é usada como sinal analitico para a construcdo de modelos de calibracao.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi desenvolver métodos baseados em CID
usando cameras de smartphones para a determinagédo de IP e AL em azeites de oliva.
Este trabalho possibilitou o desenvolvimento de métodos inovadores e de execugdo mais
simples que os usados atualmente, contribuindo para uma reducéo de custos e tempo
analitico nos laboratorios. Além disso, as alternativas aqui propostas incentivam o
controle de qualidade nas unidades produtoras sem alto investimento em equipamentos,
contribuindo para modernizar os métodos de anélise, que podem vir a ser adotados em
todo o mundo.

Esta pesquisa é relatada em trés capitulos. No primeiro é apresentado um
referencial teérico abordando os principais assuntos relacionados ao trabalho a fim de
se aprimorar o conhecimento na area de estudo. No segundo e terceiro capitulos, séo
apresentados, respectivamente, 0s métodos analiticos desenvolvidos para a

determinacéo de IP e AL em azeites de oliva.



CAPITULO 1- LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

RESUMO

O azeite de oliva ¢ um dos alimentos mais tradicionais e de maior valor agregado. Sua
importancia na histéria da humanidade foi inicialmente atribuida a aspectos culturais e
religiosos das civilizacbes mediterranicas. Com a expansdo comercial e o
desenvolvimento de novas técnicas de extracdo, as barreiras geogréficas foram
sobrepostas, e 0 azeite passou a ser consumido em todo o mundo. A alta e crescente
demanda impulsionou expanséo da producéo para regides além do Mediterraneo. Assim,
pesquisas para investigar as propriedades quimicas e nutricionais, bem como os fatores
que interferem na qualidade do produto foram desenvolvidas. Além disso, novas
tecnologias otimizaram a extracdo, visando, ainda, garantir a qualidade durante o
processamento e armazenamento do azeite. Atualmente, dente os principais desafios do
setor esta o desenvolvimento de métodos que permitam a analise rapida e precisa dos
parametros de qualidade e classificagéo do azeite de oliva, e diversos esforgos tém sido
feitos neste sentido. Este capitulo aborda os principais aspectos que tornaram o azeite de
oliva um dos alimentos mais apreciados do mundo, e expde brevemente o conhecimento
acerca da composicao quimica e dos fatores que prejudicam a qualidade do produto. Por
fim, uma explanagéo dos fundamentos da Colorimetria por Imagem Digital (CID), bem
como as pesquisas recentes que demonstram sua contribui¢do para a analise de azeites
de oliva, sdo apresentadas.

Palavras-chave: Olivicultura. Indice de peroxidos. Acidez livre. Imagens Digitais.



1 INTRODUCAO

O azeite de oliva € um dos alimentos mais apreciados no mundo. Obtido
diretamente das azeitonas, frutos da oliveira (Olea europaea L.), 0 6leo é rico em &cidos
graxos monoinsaturados e compostos bioativos que s&o responsaveis pelas reconhecidas
propriedades nutricionais e sensoriais do produto.

O azeite de oliva esta presente na historia da humanidade desde os primordios.
Pesquisas recentes indicam que esse 0leo ja era extraido das azeitonas ha cerca de 7 mil
anos. Desde entdo, diversas evidéncias cientificas e arqueoldgicas comprovaram o
conhecimento e a manipulacdo do azeite de oliva pelas civilizagdes mediterrénicas, que
0 usavam principalmente como alimento, combustivel para iluminacdo, cosmeético,
medicamento e em rituais sagrados.

Inicialmente o azeite era empregado apenas para atender as demandas
domesticas, sendo a extracdo feita de forma arcaica, pelos préprios grupos familiares.
Com o passar do tempo o produto comecou a ser empregado para finalidades comerciais,
e 0s métodos de extracdo foram aperfeicoados. Atualmente, o azeite de oliva é
consumido em todo o mundo, e 0 avanco tecnoldgico tem impulsionado cada vez mais
0 desenvolvimento de técnicas e equipamentos que otimizem a extracdo e garantam a
qualidade do produto obtido.

A composic¢do quimica majoritaria do azeite de oliva consiste em uma mistura
de triacilglicerdis, trés moléculas de acidos graxos (em especial, acido oleico) ligados ao
glicerol. Tal composicdo, sobretudo devido a presenca de &cidos graxos poli-
insaturados, favorece a ocorréncia de reagdes de oxidacdo, que ocorrem naturalmente
em alimentos lipidicos. Além disso, reacBes de hidrdlise podem ocorrer em
determinadas condicdes.

A oxidacdo rompe as duplas ligacfes das cadeias insaturadas de acidos graxos.
A partir dessa reacdo sdo produzidos radicais livres que interagem com 0 oxigénio e
oxidam outras moléculas de &cidos graxos, formando compostos responsaveis pela perda
da qualidade (atributos sensoriais e nutricionais) e seguranca do alimento (formacao de
produtos toxicos).

A hidrolise, por sua vez, rompe as ligacGes éster que unem o glicerol aos acidos

graxos, liberando-os do triacilglicerol de origem. A liberacdo dos acidos graxos tem



como consequéncia o aumento da acidez do azeite e o favorecimento de reagOes de
oxidacdo, levando a gradual degradacéo do dleo.

As reacOes de oxidacdo e hidrolise podem ser prevenidas pelo emprego de
técnicas adequadas de extracdo e armazenamento. A extensao dessas reaces pode ser
medida por meio do indice de perdxidos (IP) e da acidez livre (AL), pardmetros quimicos
usados para a determinagé@o da qualidade e para a classificacdo do azeite de oliva. Os
métodos padrdo empregados nessas medicfes apresentam como desvantagens a alta
demanda por reagentes quimicos e as imprecisfes na determinacdo do ponto final da
titulacéo.

Este capitulo apresenta um levantamento bibliogréafico acerca do azeite de oliva
e das reacdes que comprometem sua qualidade, e sugere o uso da Colorimetria por
Imagem Digital (CID) para contornar as desvantagens inerentes aos métodos padréo

empregados na determinacdo do IP e da AL.

2 AZEITE DE OLIVA

2.1  Aspectos Gerais

O azeite de oliva é um dos principais produtos da olivicultura, atividade agricola
voltada ao cultivo oliveira Olea europaea L. (Figura 1). Essa espécie vegetal arbérea,
genuina da regido mediterranica, € adaptada a condi¢des climaticas caracterizadas por
verdes quentes e secos, e invernos com baixas temperaturas e Uumidos (TEJERO e
ROSA, 2020).



Figura 1 — Oliveira da espécie Olea europaea L. e seu fruto (azeitona), com indicagdes
das partes que o compdem.

Fonte: Adaptada de Luigi Nifosi / Shutterstock.com (2023).

Ao contrario de outros 6leos vegetais, que sdo obtidos de gréos, azeites sdao
extraidos de frutos. O azeite de oliva é extraido do fruto da oliveira, a azeitona (a palavra
azeite deriva do idioma arabe az-zait, que significa suco de azeitona), e esta concentrado
principalmente no mesocarpo do fruto (ALBIN e VILLAMIL, 2003).

Diferente do azeite lampante, que ndo pode ser consumido, o azeite de oliva
destinado ao consumo é extraido de forma exclusivamente mecénica (extravirgem ou
virgem), e deve atender a alguns requisitos de qualidade, que séo definidos em funcao
da analise sensorial e de parametros quimicos como a acidez livre (AL), o indice de
peroxidos (IP) e a extingcdo especifica no UV (MAPA, 2012). Dentre estes, abordaremos
neste trabalho a AL e o IP. Esses parametros também séo usados para diferenciar, entre
si, 0s azeites extravirgens e virgens (de maior qualidade quimica e nutricional), e
diferencia-los de outros azeites, de qualidade inferior (refinados ou lampante).

De acordo com o Conselho Oleicola Internacional (International Olive Council
— 10C), organizacdo criada em 1959 com o objetivo de discutir questbes politicas e

técnicas que englobam a producdo de azeites:

Azeites virgens sdo os azeites obtidos do fruto da oliveira
(Olea europaea L.) unicamente por meios mecanicos ou

outros meios fisicos em condicdes nomeadamente térmicas



gue ndo provoquem alteracdes do azeite e que ndo tenham
sofrido qualquer tratamento que ndo seja lavagem,

decantacdo, centrifugacdo e filtragdo. (10C, 2011).

A legislacdo brasileira, por meio do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), na Instrucdo Normativa N° 1, de 30 de janeiro de 2012, estabelece, no Art. 1°:

Azeite de oliva: o produto obtido somente do fruto da oliveira
(Olea europaea L.) excluido todo e qualquer dleo obtido pelo
uso de solvente, por processo de reesterificacdo ou pela
mistura com outros Oleos, independentemente de suas
proporcdes. (MAPA, 2012).

E no Art. 6°, § 1°:

Azeite de oliva virgem: o produto extraido do fruto da oliveira
unicamente por processos mecanicos ou outros meios fisicos,
sob controle de temperatura adequada, mantendo-se a
natureza original do produto; o azeite assim obtido pode,
ainda, ser submetido aos tratamentos de lavagem, decantagéo,
centrifugacdo e filtracdo, observados os valores dos
parametros de qualidade previstos no Anexo | desta Instrugdo
Normativa. (MAPA, 2012).

Azeites de oliva virgens e extravirgens apresentam caracteristicas quimicas e
sensoriais que os fazem ser amplamente apreciados e relevantes do ponto de vista
comercial, sendo frequentemente relacionado a uma dieta saudavel. Uma grande
variedade de estudos mostrou que as substancias quimicas presentes no azeite, como 0s
acidos graxos monoinsaturados, os antioxidantes e as vitaminas A, D, E e K sdo de
extrema importancia para a prevencdo de doengas (MEDEIROS e HAMPTON, 2019;
PREEDY E WATSON, 2021), atuando como antioxidantes, antimicrobianos,
anticancerigenos, anti-inflamatdrios e anticolesterol (BIESALSKI et al., 2009; KRIS-
ETHERTON et al., 2002; YUBERO-SERRANO, 2018).



O azeite de oliva é considerado o “ouro liquido” do mediterraneo, pois, ao longo
dos seculos foi, e ainda €, uma importante fonte de riqueza para a regido (ALBIN e
VILLAMIL, 2003).

2.2 Aspectos historicos

O cultivo da oliveira para a obtencdo de azeite de oliva € uma das atividades
agricolas mais antigas que se tem conhecimento, datando dos tempos pré-historicos. Ao
longo da histéria da humanidade, este cultivo teve grande importancia tanto cultural,
como em economias industriais baseadas na producéo de azeite.

O uso do azeite de oliva foi inicialmente associado a aspectos culturais,
patrimoniais e religiosos das civilizacdes antigas da regido mediterranea. O exemplo
mais famoso remete a mitologia grega. Para 0s gregos antigos, a oliveira era uma arvore
nobre por fornecer os frutos com os quais se produzia o azeite, usado como combustivel
para habitacdes e templos, e como género alimenticio (BARAZANI, et al., 2023). Na
narrativa mitoldgica da disputa entre Atena (deusa da sabedoria) e Poseidon (deus do
mar) pela posse da regido Atica, Atena ofereceu aos habitantes uma oliveira e venceu a
disputa, tendo seu nome associado a cidade de Atenas. O azeite também apresenta fortes
associacGes com a religido crista através do Crisma, 6leo consagrado feito a base de
azeite e especiarias, usado em diversos rituais e ceriménias catolicas (RILEY, 2002).

O caréater milenar do cultivo da oliveira para a obtencdo de azeite nas civilizaces
costeiras ao Mediterraneo é atestado por diversos relatos cientificos e arqueol6gicos.
Numerosos monumentos, esculturas de templos e papiros, que datam de cerca de 1550
a.C., tém frutos e folhas de oliveira representados, e indicam a utilizacdo do azeite como
alimento, cosmético, medicamento, combustivel para fontes de iluminacdo e material de
embalsamamento no Egito Antigo (EI-KHOLY, 2022).

A maioria dos estudos apontam para o inicio da utilizacdo do azeite na Idade do
Bronze (~3600 a.C.), sendo sua obtencéo neste periodo identificada pelas caracteristicas
de artefatos (pedras, ceramica) e pelos recipientes (aribalos e alabastros) da industria de
perfumes que utilizavam o 6leo como matéria prima (RILEY, 2002). Entretanto,
descobertas recentes evidenciam a extracéo de azeite em um periodo anterior a Idade do

Bronze. Trata-se de instalag@es encontradas em pogos subaquaticos da costa levantina,



datados de 7100-6300 anos, contendo milhares de carocos de azeitonas triturados e
residuos que indicam a obtenc&o do 6leo (CARRION, et al. 2010).

Figura 2 — Evidéncias arqueoldgicas - objetos usados no manuseio do azeite de oliva.
(A) alabastro ceramico, (B) aribalo e (C) candeeiro (lamparina).

B

Fonte: Adaptada de Museo dell’Olivo (2023).

Inicialmente, a produgdo de azeite foi essencialmente doméstica, atendendo
apenas as necessidades das familias. As azeitonas eram esmagadas com 0s pés ou como
0 uso de sapatos de madeira. Mais tarde, 0 esmagamento passou a ser feito em pildes de
pedra (Di GIOVACCHINO 2013), e a pasta era separada do azeite pela adi¢do de agua
quente, sendo o 6leo obtido armazenado em potes de argila (KAPELLAKIS et al., 2007).

Com o passar do tempo, os métodos de producdo foram aperfeicoados para
atender o aumento da demanda gerado pelo inicio da comercializacdo ao redor do mar
Mediterraneo. O primeiro desenvolvimento tecnoldgico no processamento da azeitona
se deu por volta de 50 a.C., com a introducéo dos sistemas de britagem e separagédo por
prensas manuais (KIOURELLIS, 2005). Mas foi somente na segunda metade do século
XX que as inovagOes tecnoldgicas possibilitaram a substituicdo dos mecanismos de
moagem e separacdo, aumentando a produtividade e facilitando a expansdo da
comercializacdo para outras regides do mundo (KAPELLAKIS et al., 2007).

A importéncia cultural do azeite ao longo da histdria da humanidade, bem como
0 conjunto de praticas, expressoes, representacGes, conhecimentos e técnicas que
envolvem sua extracdo e utilizagdo, fez com que este Oleo fosse declarado pela

UNESCO, em 2012, patriménio imaterial da humanidade.
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Figura 3 - Equipamentos antigos usados na extragdo do azeite de oliva: Prensa
(& esquerda) e moinho (& direita).

Fonte: Adaptada de Museu do Azeite Bobadela (2023).

2.3  Aspectos econdmicos

A economia do azeite de oliva constitui uma inddstria no valor de US$ 3,03
bilhGes, com um mercado liderado por Espanha, Italia, Tunisia, Grécia e Turquia (10C,
2023). O cultivo da oliveira ocupa 10,5 milhdes de hectares em todo o mundo. Deste
total, cerca de 97 % ainda se concentram na regido do Mar Mediterraneo, onde a maioria
dos paises produtores de azeite estd localizada (FOOD AGRICULTURE AND
ORGANIZATION, 2020).

De acordo com dados do 10C, no panorama mundial, a extracdo de azeite de
oliva cresceu 133 % nos ultimos 30 anos. A principal justificativa para esse crescimento
reside no fato de que o 6leo em questdo constitui uma valiosa fonte de antioxidantes
(compostos fendlicos) e &cidos graxos essenciais, que tém sido um dos focos mais
importantes na dieta humana em todo o mundo (SOUILEM et al., 2017).

Apesar do crescimento acelerado no setor, a safra de 2022/23 foi atipica. Devido
as mudancas climaticas, que resultaram em temperaturas extremas e secas no periodo de
crescimento das azeitonas, a Unido Europeia produziu apenas 1.392 toneladas métricas
(t) de azeite, cerca de 40 % menos que a safra anterior (I0C, 2023). A Espanha, maior
produtor mundial, que chega a extrair 1.500 t de azeite por ano, produziu apenas 610 t
no periodo. Este cenario favoreceu o aumento exorbitante do preco dos produtos, e a

expectativa é de a situacdo se agrave nos proximos anos, acompanhando o desequilibrio
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nas condicBes climéticas da regido mediterranica e em todo o globo (CARRANCA,
2023).

De fato, a expanséo na producao do azeite de oliva ao longo dos ultimos 30 anos,
incentivada pelo aumento do consumo do produto, resultou na difusdo da olivicultura
por regides do mundo antes ndo exploradas. Uma destas regides € o Brasil, onde essa
cultura foi oficialmente introduzida em 1948, no Rio Grande do Sul. Desde entdo, o setor
tem apresentado um dinamismo crescente, com plantacdo de olivais em diferentes
regides do pais. Atualmente, o Rio Grande do Sul é a principal regido em area cultivada
e producédo, seguida por Minas Gerais (COUTINHO et al., 2009), onde a producéo
concentra-se na regido da Serra da Mantiqueira (MESQUITA e ANDRADE, 2014).
Além disso, Sao Paulo, Parana, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Espirito Santo, Goias e
Bahia sdo regiGes onde a area plantada estd em crescimento (ROMAN et al., 2018).

A expansdo da olivicultura pelo pais é sustentada pelo fato de que a oliveira,
apesar de se desenvolver bem em condicdes climaticas especificas (clima subtropical e
temperado, com temperaturas entre 15 °C e 20 °C, e baixa pluviosidade), pode se adaptar
a regides de boa amplitude térmica e maior precipitacdo (GONCALVES, et al., 2014).
Outro fator que impulsionou fortemente esse desenvolvimento foi a primeira extracao
de azeite extravirgem realizada em solo nacional, em 2008, na fazenda experimental da
EPAMIG, em Maria da Fé (MG). Desde entdo, o cultivo da oliveira para a producédo de
azeite se expandiu ainda mais no pais. Atualmente, o pais conta com mais de 70 rotulos
de azeites extravirgem e diversos prémios em competicdes internacionais (PLANT
PROJECT, 2020).

Na safra 2022/2023, a Serra da Mantiqueira (RJ, SP e MG) produziu 120 mil
litros de azeite. No Rio Grande do Sul foram produzidos cerca de 580,3 mil litros de
azeite, representando um aumento de 29 % em relacdo a safra anterior. Esse crescimento
também fica aparente em termos area plantada, que no RS, passou de 2 mil hectares em
2016 para aproximadamente 6,2 mil hectares em 2023 (IBRAOLIVA, 2023, PRO-
OLIVA, 2020).

Apesar disso, o Brasil ainda produz uma quantidade expressivamente menor (0,6
%) do que sua demanda de consumo, caracterizando-se, como um dos principais
importadores do produto. De acordo com relatdrios do 10C 2023, o pais € 0 segundo
maior importador de azeite fora da Europa, representando 8 % das importagdes. Na

tentativa de modificar este cendrio, diversos esforcos tém sido realizados com o intuito
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de viabilizar e expandir a olivicultura nacional. Um dos principais desafios consiste na
pratica de técnicas de cultivo que possibilitem a manutencdo dos padrdes de qualidade

internacionais.
2.4  Composicdo quimica do azeite de oliva

O azeite de oliva € um Oleo obtido diretamente das azeitonas por extracdo
mecanica. Deste modo, € natural que sua composi¢do quimica seja dependente de fatores
relacionados aos frutos utilizados na extragdo. Esses fatores geralmente incluem a
cultivar, o estagio de maturacéo e a exposicao solar, além do tipo de extracdo empregado
e das condicdes de armazenamento.

De maneira geral, 0 azeite de oliva tem sua composi¢cdo majoritaria formada por
uma mistura de triacilglicerdis (95 % a 99 %), que sdo ésteres de glicerol contendo
acidos graxos saturados ou insaturados (KIRITSAKIS et al., 1978; BOSKOU, 1996),

conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4 — Reacdo de formacdo de um triacilglicerol contendo trés acidos graxos, cujas
cadeias carbdnicas sdo representadas por R e podem ser saturadas ou

insaturadas.
Grupo funcional
éster
0 o/
H-C—0—C=R
o HO — CH; ’ 0
V4 | I
3R-C + HO-CH; - H-C—0—C-R +3H,0
\ I o)
OH  HO-CH I
’ H-C—0—C-R
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H
Acido graxo Glicerol Triacilglicerol

Fonte: Da autora (2023).

Os principais acidos graxos que compdem a estrutura dos triacilglicerdis
presentes no azeite de oliva sdo apresentados na Tabela 1, onde se destaca o acido oleico

(monoinsaturado), que aparece em maior proporgao.



13

Tabela 1 — Principais acidos graxos presentes no azeite de oliva e seus teores em
relacdo ao total de &cidos graxos.

Acido Teor (%) Acido Teor (%)
Oleico (18:1) 57-78 Esteéarico (18:0) 2,3-2,5
Palmitico (16:0) 10-18 Palmitoleico (16:1) 0,7-2,4
Linoleico (18:2) 7-19 Linolénico (18:3) 0,6 -0,8

Fonte: Adaptado de Salas et al (2000).

A elevada proporc¢éo de acidos graxos monoinsaturados em comparacao aos poli-
insaturados resulta no aumento da estabilidade oxidativa do azeite, uma vez que um
maior numero de liga¢cdes duplas na cadeia de acidos graxos esta associado a uma maior
suscetibilidade a oxidacdo (CAPANNESI et al., 2000).

A composicdo minoritaria é formada por cerca de 1 % de compostos nao
triacilglicerdis, chamados de fracdo insaponificavel. Essa fracdo é formada por
compostos volateis (que conferem ao produto as caracteristicas sensoriais relacionadas
ao odor e sabor) (PERCUSSI, 2019), acidos graxos livres, glicerol, fosfatideos (como
lecitina), pigmentos, carboidratos e proteinas (KIRITSAKIS et al., 1978).

Devido a sua composic¢ao rica em triacilglicerois, o azeite de oliva é susceptivel
a reacOes de oxidacdo e hidrolise. Essas reacGes promovem, respectivamente, a
conversao de ligagdes duplas das cadeias insaturadas em ligacdes simples e a quebra da
ligacdo éster do triacilglicerol. Como consequéncia, sdao formados compostos
responsaveis pela modificacdo das propriedades sensoriais, quimicas e nutricionais do
6leo, que resultam na desvalorizacdo decorrente da desclassificacdo (como extravirgem)

ou reclassificacdo (como virgem ou lampante), e a rejeicdo por parte do consumidor.

25 Rancidez oxidativa

A oxidacdo é a principal causa de deterioracdo de alimentos lipidicos e &
comumente conhecida como rancidez oxidativa. Esse processo compromete a qualidade
e segurancga destes alimentos, influenciando seu valor nutricional, prazo de validade e
valor comercial (JIANG et al., 2020). Assim como outros 6leos vegetais, o azeite de

oliva também esta sujeito ao processo oxidativo que, uma vez iniciado, afeta diretamente
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seus indices de qualidade, alterando caracteristicas como sabor, cor, odor e valor
nutritivo (CHAIYASIT et al., 2007).

A oxidacdo rompe as duplas ligacGes dos acidos graxos insaturados presentes no
azeite (JORGE, 2009; XIE et al., 2019). Esses acidos possuem alto peso molecular e
baixa volatilidade, ndo contribuindo diretamente para o aroma do produto. Entretanto,
sua decomposi¢do nas etapas subsequentes do processo oxidativo leva a formagéo de
moléculas pequenas e volateis, que implicam no desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais desagradaveis, associadas a rancidez (NAWAR, 1996).

O processo oxidativo em lipidios envolve uma sequéncia complexa de reacdes
quimicas entre os &cidos graxos insaturados e espécies ativas de oxigénio. Tais reacdes
podem ocorrer de forma espontanea ou serem catalisadas por luz, temperaturas elevadas
e presenca de enzimas especificas (MCCLEMENTS e DECKER, 2000; MIN e BOFF,
2002).

Conforme mostrado no mecanismo sumarizado na Figura 5, na auséncia de
radiacdo luminosa, 0 processo oxidativo inicia-se com a auto-oxidacdo de um acido

graxo insaturado.
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Figura 5 — Mecanismo da reacdo de oxidacéo lipidica.
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Fonte: Adaptada de Silva (2007).

A etapa de iniciacdo envolve a abstracdo de um atomo de hidrogénio do carbono
a-metilénico, formando um radical alquil ou alil. Essa etapa é lenta e ndo esponténea,
podendo ser iniciada pela acao de fotons da radiacdo luminosa (fotoexcitacao - catalisada
por ions metalicos), pela interacdo com o oxigénio atmosférico ou pela a¢do de enzimas
lipoxigenases. Os produtos gerados na etapa de iniciagao sdo inodoros e ndo promovem
alteracOes nas caracteristicas sensoriais do 6leo.

A etapa subsequente (propagacéo) € rapida, e nela ocorrem as reacdes em cadeia
de radicais livres, que sdo altamente reativos. O radical formado na iniciagcdo sofre
reacdo de adicdo pelo oxigénio atmosférico (O2), originando o radical peroxil (ROO®).

Este, por sua vez, pode abstrair um a&tomo de hidrogénio do carbono a-metilénico de um
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acido graxo adjacente, produzindo um hidroperdxido lipidico (ROOH). Este ultimo sofre
acumulacdo no Oleo, devido a velocidade das reages envolvidas na propagacéo.
Entretanto, os hidroperoxidos sdo bastante instaveis e, imediatamente apds sua
formacéo, sofrem cisdes homoliticas produzindo radicais peroxil, alcoxido e hidroxil.

Na etapa de terminacdo, a interacdo de dois radicais livres para formar espécies
ndo radicalares encerra o processo, reduzindo a concentracdo de hidroperdxidos e
formando produtos que alteram as caracteristicas sensoriais e nutricionais do azeite. As
moléculas formadas nesta etapa séo principalmente monoaldeidos e cetonas, produtos
voléteis e sensorialmente desagradaveis; além de acidos carboxilicos, que contribuem
para aumentar a acidez do azeite; alcodis e hidrocarbonetos, que sdo potencialmente
toxicos (WSOWICZ et al., 2004; SILVA, 2007; ARAUJO, 2008; ELDIN, 2010).

O mecanismo apresentado deixa claro que a decomposicédo dos hidroperoxidos
produz radicais responsaveis pelo aumento das taxas de oxidacdo. Entretanto, o processo
ocorre no azeite de forma lenta, podendo demorar de 12 a 24 meses (DAIS e
HATZAKIS, 2013).

Uma vez que a reacdo envolve a quebra da ligacdo dupla C=C, quanto maior for
0 grau de insaturacdo dos &cidos graxos e sua disponibilidade, maior serd a propensao
do 6leo a sofrer oxidagdo. Em comparacao aos outros 6leos vegetais, o azeite de oliva
apresenta uma maior razdo de acidos graxos monoinsaturados/poli-insaturados, o que o
torna mais resistente a oxidacdo. A quantidade de oxigénio disponivel também é um
fator de forte influéncia na oxidagdo, uma vez que a rea¢do ndo ocorre na auséncia de
oxigénio. A temperatura acelera a reagdo de oxidagcdo como um todo. Assim, manter o
azeite em condicdes adequadas de temperatura e disponibilidade de oxigénio durante a
extracao e armazenamento é crucial para prevenir a oxidacao.

O azeite de oliva € composto por fotossensibilizadores naturais, como a clorofila.
Na presenca de radiacdo luminosa, essas moléculas transferem energia para o oxigénio
tripleto (30,), gerando o estado excitado singleto (*O). Esse oxigénio excitado ¢ mais
reativo, e ao entrar em contato com acidos graxos insaturados, produz hidroperoxidos
por meio da foto-oxidacdo. Portanto, € extremamente importante manter o azeite
protegido da radiacéo luminosa (ARAUJO, 2008).

lons metélicos provenientes de matérias-primas, equipamentos e material de
embalagem também atuam como catalisadores na reacdo de oxidacdo. A presenga de

agua no azeite aumenta a mobilidade desses ions (WSOWICZ et al., 2004), de forma
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que o tipo de material em contato com o Oleo e a presenca de agua devem ser
considerados para prevenir as reagdes de oxidacao.

Por fim, o azeite de oliva contém compostos fendlicos (oleuropeina,
hidroxitirosol, tirosol e outros) que doam atomos de hidrogénio aos radicais livres
formados durante as etapas de iniciacdo e propagacédo da reacdo oxidativa, inativando-
0s. Deste modo, quanto maior a presenga de compostos fendlicos no azeite, maior serd
sua atividade antioxidante e maior a resisténcia a oxidacdo (KIRITSAKIS et al., 1978;
CHAIYASIT et al., 2007).

2.6 Rancidez hidrolitica

A hidrdlise é uma reacdo quimica com potencial para influenciar a qualidade do
azeite de oliva. Esse processo, também conhecido como rancidez hidrolitica, ndo é
percebido sensorialmente, mas leva ao aumento da acidez e libera produtos que podem
favorecer reacdes de oxidacao no oleo.

A acidificacdo do azeite pode ser iniciada ainda no fruto como resultado da
degradacdo de sua estrutura celular, que promove o contato do 6leo contido nos vacuolos
com enzimas presentes no mesocarpo. Além disso, a acidez pode ser ainda associada ao
nivel de maturacdo das azeitonas, ao resultado de inadequacbes na estocagem e no
sistema de obtencdo do azeite (RAMIREZ-TORTOSA, 2006), e ao contato do 6leo com
agentes quimicos, como acidos e bases (MURTY et al., 2002; JORGE, 2009).

Reacdes de hidrdlise envolvem o rompimento de ligagcdes quimicas pela reacao
com a &gua. Conforme discutido anteriormente, o azeite de oliva € constituido
majoritariamente por triacilglicerdis, compostos quimicos cuja estrutura contém trés
acidos graxos ligados ao glicerol (GUNSTONE, 2013). Durante a hidrolise, as ligacdes
éster dos triacilglicerois sdo rompidas, liberando glicerol e acidos graxos (Figura 7).
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Figura 7 — Equacéo global para a reacdo de hidrolise de um triacilglicerol liberando
glicerol e trés acidos graxos.
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Fonte: Da autora (2023).

A reacdo mostrada na Figura 7 ocorre em trés etapas que podem ser simultaneas,
mas cujas velocidades sao diferentes. A primeira etapa envolve a quebra da molécula de
triacilglicerol, convertendo-a em um diacilglicerol e liberando o primeiro acido graxo
da molécula original. Nas duas etapas conseguintes o diacilglicerol é transformado em
monoacilglicerol, liberando o segundo &cido graxo e, por fim, a hidrolise do
monoacilglicerol libera o Gltimo &cido graxo e o glicerol (SATYARTHI et al., 2011).

A velocidade da reacdo de hidrolise é influenciada principalmente pela
quantidade de &gua presente no 6leo e pela temperatura. Temperaturas elevadas
favorecem a difusdo da agua no 6leo, fazendo com que ambas as variaveis apresentem
uma relacdo proporcional com taxa de hidrolise dos triacilglicerois (SATYARTHI et al.,
2011). A reacao também pode ser catalisada por enzimas lipases naturalmente presentes
na azeitona, cuja temperatura 6tima de atividade € 37 °C (WAHLEFELD, 1974).
Portanto, o controle da temperatura € essencial tanto no processamento quanto no
armazenamento do éleo.

A fragdo dos &cidos graxos que sdo liberados em decorréncia da hidrolise é
expressa pela acidez livre (AL), que mede a porcentagem equivalente a massa de acido
oleico (acido graxo mais abundante no azeite de oliva) em 100 g de 6leo. A AL é um
dos pardmetros quimicos usados na avaliacdo da qualidade e classificacdo dos azeites
(GAZELI et al., 2020), conforme mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Limites de tolerancia do parametro de qualidade AL para azeite de oliva.

Azeites Virgens Outros
Extravirgem Virgem Lampante | Refinado Agellit\(jade
Acidez Livre
<0,8 <2,0 >2,0 <0,3 <1,0
(%)

Fonte: MAPA (2012).

De acordo com as normas do MAPA, dentre os azeites virgens, o de maior
qualidade € o extravirgem, cuja AL deve ser inferior a 0,8 % (m/m), seguido do azeite
virgem, com AL inferior a 2 % (MAPA, 2012). O azeite virgem cuja acidez ultrapasse
2 % (lampante) é considerado improprio para consumo e destina-se principalmente ao
refino. Esses limites estdo de acordo com a legislacédo internacional (I10C, 2017).

Azeitonas de baixa qualidade (fermentadas ou muito maduras) s&o comumente
usadas para extracdo do azeite, fazendo com que o 0Oleo apresente alta acidez e sabor
indesejavel. Esse azeite pode ser submetido a tratamentos de refino, sendo
comercializado como azeite refinado, cuja acidez livre ndo deve ultrapassar 0,3 %. Por
fim, o azeite constituido por uma mistura de azeites refinado e virgem, denominado
simplesmente azeite de oliva, deve apresentar acidez igual ou inferiora 1 % (I0C, 2022;
CODEX ALIMENTARIUS, 2021).

2.7  Oxidacdo e hidrodlise na obtencéo do azeite de oliva

O azeite de oliva se difere de outros éleos vegetais comestiveis, a iniciar-se pelo
fato de que a maioria deles € extraida de grdos de plantas, enquanto azeites sdo extraidos
de frutos. Além disso, diferentemente de demais 6leos vegetais, o0 azeite pode ser
extraido de forma exclusivamente mecanica, ndo exigindo a utilizacdo de solventes
organicos (PERCUSSI, 2019). Dessa forma, sua qualidade depende de trés fatores: a
qualidade das azeitonas, a tecnologia usada na extracdo e os cuidados durante o
armazenamento (PREEDY E WATSON, 2021).

O azeite de oliva é extraido da polpa e, em menor propor¢édo, do carogo das
azeitonas. O processo de obtengdo do dleo inicia-se com a colheita das azeitonas,
observando-se o estigio de maturacdo ideal. Nesse estdgio, o fruto concentra a maior

guantidade de 6leo, mas ndo esta maduro o suficiente para terem sido iniciados processos
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oxidativos e hidroliticos, que resultam na degradacdo precoce do 6leo (PERCUSSI,
2019). Uma vez colhidos, os frutos devem ser armazenados por um curto intervalo de
tempo, tomando-se as precaucles adequadas que previnam O esmagamento e 0
rompimento da casca, o que levaria a liberacdo de enzimas responsaveis pelo aumento
das taxas de hidrdlise e oxidacdo. A Figura 9 ilustra o processo de extracdo do azeite de

oliva.

Figura 9 — Etapas do processo de extracdo do azeite de oliva.

Legenda: (1) desfolha; (2) lavagem; (3) malaxacéo; (4) e (5) centrifugacdo; (6) filtracdo; (7)
armazenamento.

Fonte: Da autora (2023).

Colhidas as azeitonas, 0 passo seguinte consiste na desfolha (1) e lavagem (2)
dos frutos. As azeitonas sdo lavadas com agua enquanto sdo agitadas em peneiras
metalicas. Esse processo tem como objetivo remover impurezas que podem ser
transferidas ao 6leo durante a extracdo (Di GIOVACCHINO, 2013; KALOGIANNI et
al., 2019). O efeito da lavagem na qualidade do azeite ainda é uma das lacunas da
literatura sobre o assunto.

Em seguida, os frutos sdo triturados com o auxilio de trituradores metalicos
(martelos fixos ou discos) para obtencdo da pasta de azeitona (Di GIOVACCHINO,
2013). O azeite esta presente nos vacuolos das células mesocarpais da azeitona na forma
de minusculas goticulas (KAPELLAKIS et. al., 2008). O esmagamento (ou trituragdo)

do fruto é o processo fisico responsavel pela quebra dos tecidos celulares e liberagédo das
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goticulas de 6leo (KALOGIANNI et al., 2019). Durante essa etapa, a qualidade do azeite
pode ser influenciada pela presenca de oxigénio (SANCHEZ-ORTIZ et al., 2016) e pela
temperatura das azeitonas utilizadas para alimentar o triturador (CAPONIO E GOMES,
2001), uma vez que estes fatores afetam a estabilidade oxidativa do 6leo. Além disso,
trituradores de martelo parecem favorecer a oxidagdo em comparagdo com os de disco
(CAPONIO et al., 2003; KOUTSAFTAKIS et al., 2002). Em alguns casos, antes da
preparacdo da pasta pode ser feito o descarocamento. Os carocos transferem enzimas
oxidativas para a pasta (fenoloxidase e lipoxigenase), sendo sua remog¢do importante
para 0 aumento da estabilidade oxidativa do azeite (LUACES et al., 2007; SERVILI et
al., 2007). Entretanto, essa pratica é pouco viavel e raramente aplicada.

A etapa seguinte consiste na malaxacdo da pasta de azeitona, processo realizado
a fim de auxiliar a coalescéncia (aumento do tamanho das gotas de 6leo) e facilitar a
separacdo das fases oleosa e aquosa na emulsdo (KAPELLAKIS et. al., 2008). Neste
processo, ocorrem reacdes de oxidacdo e hidrolise e, novamente, as duas variaveis que
influenciam fortemente na qualidade do azeite nesta etapa sdo a temperatura e a
disponibilidade de oxigénio.

O aumento da temperatura de malaxacdo ndo afeta a acidez livre do 6leo. No
entanto, essa variavel promove a aceleracdo da oxidacéo, evidenciada pelo aumento do
IP ou de compostos volateis resultantes das vias de oxidacdo. O aumento da
concentracdo de oxigénio no malaxador intensifica reacdes de oxidacdo por vias
enzimaticas e quimicas. Por outro lado, a acidez € apenas ligeiramente afetada por este
fator. O aumento de oxigénio disponivel também € responsavel pela diminui¢do na
concentracdo de compostos fendlicos, promovendo uma diminuicdo na estabilidade
oxidativa durante o armazenamento (KALOGIANNI et al., 2019).

Ao final da malaxacdo, o azeite é separado da pasta de azeitona por centrifugacao
(4 e 5). Embora existam outras formas de extracdo, atualmente, o sistema de
centrifugacdo € o mais comum devido a sua elevada capacidade de carga e a menor
necessidade de méo de obra (Di GIOVACCHINO, 2013). O sistema de centrifugagéo
pode ser de duas ou trés fases, e a diferenca béasica entre eles é que no primeiro, a
operacdo ocorre sem adic¢do, ou com uma pequena adicao de dgua. Ja no segundo caso,
ocorre a adicdo de agua na separacdo (cerca de 50 % do peso do fruto seco). Estudos
mostram que, para o processamento de azeitonas de ma qualidade, os parametros de

oxidagdo aumentaram e os de hidrdlise diminuiram quando um sistema trifasico foi



22

usado no lugar de um sistema bifésico. Este ltimo (diminuicdo da AL) foi atribuido ao
particionamento dos acidos graxos livres entre as fases aquosa e oleosa. Entretanto, para
azeitonas de boa qualidade, houve pouco ou nenhum efeito nos parametros quimicos de
qualidade (KALOGIANNI et al., 2019). E importante ressaltar que, mesmo sem adic&o
de 4gua, esta etapa promove a oxidacdo do Oleo através da dissolucdo do oxigénio
proveniente do ambiente (MASELLA et al., 2009).

Ao final da separagdo o azeite tem aparéncia turva, devido a disperséo de
minusculas goticulas de agua. Por isso, 0 6leo precisa ser filtrado (6) (KAPELLAKIS
et. al., 2008).

Por fim, o azeite obtido é armazenado em tanques ou envasado. Essa etapa é
crucial para assegurar a qualidade, uma vez que todos os critérios adotados nas etapas
anteriores podem ser irrelevantes, caso o armazenamento seja feito de maneira
inadequada (BENDINI et al., 2009). Portanto, é essencial adotar medidas que visem
controlar os fatores fisicos que promovem a oxidacdo lipidica. Estes fatores incluem a
disponibilidade de oxigénio, a permeabilidade ao oxigénio do material usado no
armazenamento, a temperatura de armazenamento, a presenca de metais de transigéo e
a exposicdo a luz (ARAUJO, 2008).

O contato do 6leo com o oxigénio atmosférico durante o armazenamento deve
ser minimo, e a oxidacao pode ser prevenida utilizando um gas inerte (como nitrogénio)
no espaco superior do recipiente, que precisa estar tampado (Di GIOVACCHINO et al.,
2002).

O efeito da temperatura sobre a taxa de oxidacdo é bastante complexo.
Temperaturas mais elevadas favorecem a etapa de iniciacdo da oxidagdo, aumentando a
taxa de formag&o de hidroperdxidos. Por outro lado, este fator diminui a solubilidade do
oxigénio no 6leo e aumenta a decomposicao de hidroperdxidos, alterando o perfil dos
produtos formados. Em geral, durante o armazenamento, a temperatura deve ser mantida
na faixa de 12 °C a 18 °C, evitando-se variagdes bruscas (SANMARTIN et al., 2018).

A incidéncia de radiacdo luminosa promove a foto-oxidacao do azeite. Portanto,
prevenir a exposic¢ao a luz durante 0 armazenamento € extremamente necessario para
prolongar a durabilidade do 6leo (BENDINI et al, 2009).

Diante do exposto, fica claro que as reacbes de hidrdlise e oxidacdo séo
frequentes e comprometem a qualidade do azeite em quase todas as etapas da extracao,

sendo essencial o controle de todos os fatores que favorecem essas reagdes. Além disso,
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uma analise precisa e rapida dos pardmetros quimicos que identificam a ocorréncia

dessas reagdes contribui para o controle da qualidade nas unidades produtoras.

2.7.1 Indices de qualidade relacionados a rancidez oxidativa e a rancidez

hidrolitica

Conforme discutido, a oxidacao lipidica ocorre em varios estagios. Portanto, sua
determinacéo envolve uma variedade de méetodos. O indice de peroxido (IP), que mede
a concentracdo de hidroperdxido lipidico no 6leo, é geralmente empregado para avaliar
a oxidagdo inicial. Seu valor é expresso em termos de miliequivalentes de O por
quilograma de 6leo (meq O2/Kg) (NIELSEN, 2017).

Um método padrdo para a determinacdo IP em azeite de oliva é descrito pelo
IOC/T.20/Doc. N° 35/Rev1 2017 e se baseia em uma titulagcdo com tiossulfato de sodio,
que mede a concentracdo do iodo formado a partir do iodeto de potéssio devido a sua
reacdo com os hidroperdxidos presentes no 6leo. A amostra é solubilizada em uma
mistura de solventes, e uma solucéo de iodeto de potassio € adicionada para que a reacao
de oxirreducdo entre o ion iodeto e os hidroperdxidos presentes na amostra ocorra. O
iodo formado é entdo titulado com tiossulfato de so6dio usando amido como indicador
(I0C 2017). A reacdo envolvida é mostrada na Figura 6.
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Figura 6 — Reacdo quimica empregada na determinacao do indice de peroxidos em azeite
de oliva.
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Fonte: Nunes et al. (2016).

O volume de tiossulfato empregado na retrotitulacdo do iodo é usado para calcular o
valor de IP.

O IP fornecido pelo método titulométrico € um dos parametros quimicos
utilizados para estimar a qualidade do azeite de oliva e para classifica-lo, conforme
mostrado na Tabela 3. Conforme previsto na Instru¢cdo Normativa N° 1, de 30 de janeiro
de 2012 do MAPA, os limites estabelecidos sdo de 20 meq O./Kg para azeites virgens,

5 meq O2/Kg para azeites refinados e 15 meq O2/Kg para azeites de oliva.

Tabela 3 — Limites de tolerancia do parametro de qualidade IP para azeite de oliva.
Azeites Virgens Outros
Extravirgem Virgem | Refinado Azeite de Oliva

Indice de Peréxidos

<20,0 <20,0 <50 <15,0
(meq O2/Kg) -7 - -7 -7

Fonte: MAPA (2012).

Embora fornega um bom indicativo sobre o grau de oxidacdo, a precisdo do
método titulométrico para a determinacdo do IP depende de uma variedade de fatores
experimentais, como temporizacdo precisa e protecdo da mistura contra a luz. Além
disso, os resultados dependem da experiéncia do analista na detec¢do do ponto final da
titulacdo (MEHTA et al., 2015). Um agravante consiste no fato de azeites serem sollveis
apenas em solventes organicos, demandando grandes quantidades desses reagentes, o
gue resulta em aumento de custos e riscos potenciais a salde do analista e a0 meio

ambiente.
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A AL é uma medida essencial para a determinacdo da qualidade do azeite e de
sua classificacdo, sendo importante, ainda, para garantir a viabilidade do produto para o
consumo humano. Um método padréo para medir AL em azeites de oliva baseia-se na
titulacdo volumétrica alcalina. Este método é descrito pela 10C/T.20/Doc.No
34/Rev.12017, e consiste em uma reacao de neutraliza¢do, na qual uma dada massa da
amostra de 6leo é solubilizada em 100mL de uma mistura de solventes e, posteriormente,
0s acidos graxos sdo titulados com solucdo de hidréxido de potéssio, usando
fenolftaleina como indicador. O resultado, comumente referido como grau de acidez, é
dado em percentual de acido oleico por massa de 6leo (IOC, 2017). A reacdo de
neutralizacdo dos acidos graxos é representada na Figura 8.

Figura 8 — Reacdo quimica empregada na determinacdo da acidez total em oOleos
vegetais.
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Fonte: Nunes et al. (2016).

Assim como na determinacdo do IP, a determinacdo titulométrica da AL
demanda equipamentos simples e de baixo custo. Contudo, além de requerer elevadas
quantidades de solventes tdxicos, gerando uma grande quantidade de residuos, a técnica
esta sujeita a experiéncia do analista para detectar o ponto final da titulacdo, sobretudo
na analise de 6leos mais pigmentados.

Para contornar as desvantagens inerentes aos métodos apresentados, diversas
técnicas tém sido empregadas para a determinacdo de AL e IP em amostras de azeite.

Spyros e colaboradores (2004) determinaram a AL em funcdo do tempo e das
condicdes de armazenamento de cinco amostras de azeites extravirgem, empregando a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (SPYROS et al., 2004). A técnica exigiu
equipamentos de custo elevado e analistas altamente treinados.

Balesteros e colaboradores (2007) empregaram a eletroforese capilar para a
determinacdo da AL em azeite de oliva. O método proposto foi comparado a titulagéo
volumeétrica alcalina, ndo sendo encontradas diferencas estatisticas (a 95 % de confianca)
(BALESTEROS et al., 2007). Entretanto, 0 método mostrou-se laborioso e requer
elevadas quantidades de reagentes.
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Dais e Hatzakis (2013) revisaram diversos trabalhos que usaram RMN para a
determinacdo de AL e IP em azeites de oliva virgens. Nesses trabalhos foram
identificados os deslocamentos quimicos RMN 1H de todos os possiveis produtos
primarios e secundarios da oxidacéo, fornecendo indicativos qualitativos da degradacao
oxidativa (GUILLEN e RUIZ, 2001; ALONSO-SALCES et al., 2011). Dados de RMN
também foram usados para calcular o IP de varios 6leos comestiveis, e validados pelo
método de titulacdo convencional. Uma boa correlacdo foi obtida para certos Oleos
comestiveis. Entretanto, desvios consideraveis foram observados para o azeite (SKIERA
etal., 2012; DAIS e HATZAKIS, 2013).

Grossi e colaboradores (2014) mediram a AL de 55 amostras de azeite por
condutancia elétrica, cujos resultados correlacionam-se fortemente a acidez estimada por
titulagdo (R? = 0,93). O método permitiu medicdes rapidas e pode ser realizado in loco.
Entretanto, exige equipamento adequado e quantidades considerdveis de reagentes
quimicos (GROSSI, et al, 2014).

Um dos métodos mais utilizados para medicGes de AL e IP em azeites € a
espectroscopia de infravermelho. Garrido-Varo e colaboradores (2017) empregaram a
Espectroscopia de Infravermelho Proximo (NIR), juntamente com a Quimiometria, para
predizer AL, IP dentre outros parametros de 478 amostras de azeite. Os modelos obtidos
produziram resultados promissores, com coeficientes de determinagdo (R?) de 0,97 e
0,68 para AL e IP, respectivamente (GARRIDO-VARO et al, 2017). Apesar do bom
desempenho na determinacdo da AL, a técnica exige equipamentos de alto custo.

A voltametria por si s6 ou juntamente com analises quimiométricas também é
relatada para a determinagdo da AL do azeite de oliva. Baldo e colaboradores (2016)
apresentaram uma abordagem voltamétrica/amperométrica para a determinacao direta
da AL em amostras de azeite de oliva (BALDO et al., 2016). Em um trabalho posterior
(2019), os autores usaram respostas voltamétricas como descritores para calibracdo
multivariada em amostras cujos niveis de acidez variaram entre 0,2 % e 1,5 % (m/m).
Em ambos os trabalhos, a titulagdo foi empregada como referéncia, sendo as diferencas
encontradas entre os métodos inferiores a 5 % (BALDO et al., 2016; BALDO et al.,
2019). Os métodos demandaram o uso de elevadas quantidades de reagentes e
equipamento adequado.

Apesar de muitas das técnicas descritas serem capazes de determinar AL e/ou IP,

elas demandam equipamentos caros e procedimentos laboriosos, além de elevadas
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quantidades de reagentes. Neste contexto, o desenvolvimento de métodos analiticos
simples, répidos, confiaveis e de baixo custo econdmico e ambiental, forneceria
alternativas Uteis para a analise dos parametros quimicos de qualidade do azeite de oliva.
Neste sentido, a Colorimetria por Imagem Digital apresenta-se como uma alternativa em

potencial.

3 Colorimetria por Imagem Digital

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de metodologias analiticas para extrair
informagdes quimicas de imagens digitais tem ganhado destaque. Essa abordagem
fornece resultados de forma rapida, precisa e barata, além de permitir maior mobilidade
(PENG et al., 2017; PESSOA et al., 2017) e ser ambientalmente amigavel, devido a
menor demanda por reagentes quimicos.

O nome dado aos métodos analiticos baseados neste novo conjunto de técnicas é
Colorimetria por Imagem Digital (CID), e refere-se a analise colorimétrica baseada na
digitalizacdo de imagens coletadas por ferramentas como cameras digitais, webcams,
scanners e smartphones (FIRDAUS et al., 2014).

Quando utilizados como ferramentas de aquisicdo de imagens digitais, 0s
smatphones sdo mais interessantes que webcams, scanners e cameras digitais por serem
mais acessiveis e, na maioria das vezes, apresentarem opc¢des de melhoria nas funcdes
da cdmera e a possibilidade de uso simultdneo de aplicativos de tratamento de imagens.
Além disso, smartphones sdo dispositivos portateis e apresentam operacdo simples e
rapida (RODA et al., 2016; NELIS et al., 2020). Assim, a CID aliada a smartphones €
considerada uma técnica de analise poderosa para medir as concentracdes de analitos de
acordo com as variacdes de cor das imagens (FAN et al., 2021), dispensando o uso de
equipamentos caros.

O uso de imagens digitais em quimica analitica baseia-se na suposic¢ao de que,
em reac0Oes colorimétricas, a intensidade da cor varia proporcionalmente a concentracao
do analito (DINIZ, 2020). Assim, as imagens digitais sdo obtidas diretamente de uma
amostra colorida ou ap6s uma reacdo quimica que produza cor. Nessa estratégia, ao ser
direcionada a amostra, uma parte da radiacdo (luz) é absorvida e outra parte € refletida,
sendo a Ultima captada pela camera digital. A imagem da amostra é adquirida, e 0s

parametros de cor sdo mensurados a partir dos sistemas de cores disponiveis (SANTOS
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et al., 2015). Isso é possivel porque as imagens digitais possuem um conjunto finito de
pixels, sendo as informagdes de cor convertidas em uma matriz de pontos, onde cada
ponto € associado a um pixel e cada pixel tem uma intensidade especifica (SHU et al.,
2016). As informacdes de cor, convertidas em valores numéricos, podem ser tratadas
como respostas analiticas, sendo relacionadas a concentracdo das espécies de interesse
(SANTOS et al., 2015).

Existem diferentes sistemas de cores, descritos como espacos de coordenadas
tridimensionais, onde cada cor é representada por um Gnico ponto. Dentre os espagos de
cores mais conhecidos destacam-se RGB, HSV, CMYK, XYZ e La*b*, sendo os dois
primeiros 0os mais comuns em analises por CID (FAN et al., 2021). Estes sistemas sdo
comumente usados para classificar, quantificar e padronizar as cores, de acordo com

alguns atributos como tonalidade, saturacdo e luminosidade (LEAO et al., 2007).

3.1 Sistemas de cores

Cada um dos sistemas de cores contempla a informacéo colorimétrica de maneira
diferente e, portanto, sua relacdo com o analito varia de forma Unica. Deste modo a
compreensdo desses sistemas e a forma como suas componentes contribuem para a
formacdo da cor € essencial para seu uso e interpretacdo adequados.

Para todos os sistemas, a quantificacdo da cor pode ser realizada com o auxilio
de softwares de analise ou aplicativos de imagem, a fim de se obter, de maneira isolada,
a intensidade de cada componente correspondente ao sistema utilizado (MORAIS e
LIMA, 2015; CHRISTODOULEAS et al., 2015).

3.1.1 Sistema RGB

O sistema RGB pode ser definido como um sistema tridimensional de
coordenadas cartesianas, representado pelo cubo na Figura 10, no qual os valores das
cores primarias (vermelho, verde e azul) estdo em trés vértices; as cores secundarias
(ciano, magenta e amarelo) estdo em outros trés vértices; o preto estd na origem e o
branco esta no vertice mais distante da origem (GONZALES e WOODS, 2010; SHU et
al., 2016).
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Figura 10 — Espaco de cor RGB.

Verde (0,255,0)
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Fonte: Adaptada de Fan et al. (2021).

Esse sistema constitui um espaco de cor aditivo, onde a combinacéo linear das
trés cores primarias forma uma ampla gama de novas cores, que s&o pontos na superficie
do cubo ou dentro dele, definidas por vetores que se estendem a partir da origem. A
intensidade de cada um dos canais (R, G e B) varia de 0 a 255 podendo gerar
combinacges que levam a descricdo de 16.777.216 cores (FIRDAUS et al., 2014).

Como pode ser deduzido a partir do cubo mostrado na Figura 8, o vermelho puro
é representado pelas coordenadas 255,0,0; o verde puro pelas coordenas 0,255,0 e 0 azul
puro pelas coordenadas 0,0,255. O branco é representado pela intensidade maxima das
trés componentes (255,255,255) e o preto por sua intensidade minima (0,0,0) (JIA et al.,
2015). A escala de cinza, ou seja, 0s pontos nos quais R, G e B tém a mesma intensidade,
estendem-se por uma reta que une o preto ao branco (GONZALEZ; WOODS, 2010;
SHU et al., 2016).

3.1.2 Sistema HSV

O sistema HSV, cujo espaco tridimensional é representado pelo cone mostrado
na Figura 11, é uma transformac&o ndo linear de RGB. Desta forma, as cores ndo séo
obtidas por adi¢do ou subtracdo de cores primarias, mas por transformacgdes matematicas
(ASMARE, et al., 2009). Esse sistema separa a intensidade (luminancia) das
informagdes de cor (cromaticidade), o que o diferencia fortemente do sistema RGB.
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Figura 11 — Espaco de cor HSV.

Fonte: Adaptada de Fan et al. (2021).

Em HSV, as cores sdo definidas com base nas componentes H (matiz), S
(saturacdo ou intensidade) e V (valor ou brilho). H é a componente espectral dominante,
ou seja, o tipo de cor (vermelho, verde ou azul), e seu valor varia de 0° a 360°. Cada
angulo corresponde a uma tonalidade de cor, sendo 0° vermelho, 120° verde e 240° azul.

A componente S descreve a intensidade de H, ou seja, a profundidade ou pureza
da cor, sendo medida como uma distancia radial do eixo central, com valores variando
entre 0 (centro) e 100 % (superficie externa). Nesta variacdo, O significa sem cor, ou
seja, um tom de cinza, entre preto e branco, e 100 % significa cor intensa. Portanto,
quanto mais préximo de 100 %, mais a cor se afasta da escala de cinza e se aproxima da
cor representada por seu matiz (SURAL; QIAN; PRAMANIK, 2002). A componente V
descreve o brilho. Os valores dessa componente também variam de 0 a 100 %, sendo 0
sempre preto, mas, dependendo da saturacdo, 100 % pode ser branco ou uma cor mais
ou menos saturada (FAN et al., 2021).

3.1.3 Sistema L*a*b*

No sistema L*a*b*, as cores também sdo descritas por componentes de
luminosidade e cromaticidade. A primeira é representada por L* (Luminosidade), que
varia de 0 a 100, sendo 0 correspondente a cor preta e 100 a cor branca. As componentes
relacionadas a cromaticidade sdo representadas pela coordenada a*, que varia de valores
negativos (verde) a positivos (vermelho); e pela coordenada b* que também varia de um

extremo positivo (amarelo) a outro negativo (azul). Os valores de a* e b* cobrem a faixa
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de -120 a +120 (LEAO et al., 2007). O espaco tridimensional deste sistema é
representado na Figura 12.

Figura 12 — Espaco de cor L*a*b*.
L 100% (branco)

-

a- (verde) a+ (vermelho)

L 0% (preto)

Fonte: Adaptada de Fan et al. (2021).

3.1.4 Sistema XYZ

Em qualquer sistema fisico, algumas cores ndo podem ser visualizadas. Para
contornar esta situagéo, o sistema XYZ foi criado para representar um conjunto de cores
primarias tedricas X, Y e Z que sdo, portanto, cores imaginarias, que ndo podem ser
produzidas por uma fonte de luz fisica ou percebidas pelo olho humano.

Tal como RGB, XYZ também ¢é um sistema aditivo, cujos parametros podem ser
obtidos a partir de uma transformacdo matematica de RGB. No sistema XYZ, a
componente Y esta relacionada ao brilho de uma cor (claro ou escuro) (FERNANDES
et al., 2020); X é uma mistura de trés curvas RGB, escolhidas para serem ndo negativas
e, em combinacdo com Y, pode descrever variagdes de cor do amarelado ao avermelhado
(IBRAHEEM et al., 2012). O espaco tridimensional de XYZ é representado na Figura

13. O triangulo representa a faixa tipica de cores produzidas por RGB.
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Figura 13 — Espaco de cor XYZ.
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Fonte: GoPhotonics (2022).

3.1.5 Sistema CMYK
O sistema CMYK é um sistema baseado em uma combinacéo linear subtrativa,
sendo formado pelas cores secundarias de RGB: C (ciano), M (magenta), Y (amarelo) e

K (preto), com valores variando entre 0 e 100 % (FERNANDES et al., 2020).

Figura 14 — Espaco de cor CMYK.

Fonte: Adaptada de Fan et al. (2021).
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4 Estado da arte

A grande vantagem do uso de imagens digitais em para se extrair informacéo
analitica consiste no fato de que os métodos baseados em CID poderiam substituir
métodos ja& existentes, mas que dependem da observagdo a olho nu. Essa substitui¢do
eliminaria o erro subjetivo, que é influenciado principalmente pelas inconsisténcias do
observador, padronizando as andlises. Entretanto, para que a tecnologia baseada em
smartphones seja finalmente empregada em analises quimicas e bioquimicas que visem,
por exemplo, o controle e seguranca alimentar, pesquisas substanciais sdo necessérias, a
fim de se determinar formatos de reacdo, ensaios genéricos e padronizar equipamentos
e consumiveis (REZAZADEH et al., 2019). Neste sentido, o uso de CID para analise de
azeites de oliva tem sido amplamente relatado na literatura. Alguns exemplos recentes
séo descritos a seguir.

Milanez e Pontes (2014) sugeriram um método simples para classificar diferentes
tipos de 6leos vegetais (dentre eles azeites de oliva) quanto ao seu estado de conservacao.
Os autores empregaram CID e técnicas de reconhecimento de padrdes com base no
sistema de cores RGB, nas componentes HSI (similar ao HSV) e na escala de cinza. Os
autores obtiveram taxas de classificacdo corretas de até 100 %. O método proposto neste
trabalho dispensa o uso de reagentes para a realizacdo das analises, e 0s procedimentos
para caracterizacdo quimica das amostras foram considerados simples e ndo laboriosos
(MILANEZ e PONTES, 2014).

Karagiorgos e colaboradores (2017) descreveram a quantificacdo de adulterantes
em azeite de oliva extravirgem com 6leo de soja, usando CID/smartphone com dados
RGB convertidos para dados do sistema L*a*b*. Foram testadas 11 misturas azeite/6leo
e uma curva analitica foi construida com R? de 0,99 e erro médio absoluto de 3 %
(KARAGIORGOS et al., 2017).

Uma lanterna de LED de 405 nm e um smartphone foram usados por Hakonen e
Beves (2018) para autenticacdo de Oleos comestiveis, por meio da fluorescéncia de
clorofilas e polifendis. Esse estudo comparou os histogramas da componente H do
sistema HSV para autenticar 24 6leos comestiveis de 15 marcas, e 9 amostras de azeite
de oliva extravirgem, demonstrando que € possivel a distin¢do dos diferentes tipos de
6leos (HAKONEN e BEVES, 2018).
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Song e colaboradores (2020) usaram videos capturados por smartphone,
juntamente com técnicas processamento imagens e de reconhecimento de padrdes, para
detectar e quantificar adulteracdo em 77 amostras de azeite extravirgem. Os videos
foram usados para detectar as mudancas de cor na superficie das amostras, que foram
posteriormente convertidos em dados de RGB e usados para a constru¢do de modelos
de calibragdo multivariada. Os resultados mostraram que a abordagem produziu
desempenho comparavel as técnicas de espectroscopia, com R? de até 0,99 e erro
quadratico médio (RMSE - root mean square error) de 0,02 (SONG et al., 2020).

Soto e colaboradores (2018) apresentaram uma proposta para determinar os
parametros de qualidade do azeite de oliva por meio do processamento de imagens
adquiridas de frutos de azeitona. Os autores usaram dados dos sistemas de cores RGB,
HSV e L*a*b* como descritores para 0 modelo de regressdo multivariada. Foram
testados 74 lotes de azeitonas e a predicdo de IP e AL produziram R? de 0,74 ¢ 0,84, e
RMSE de 0,12 e 4,12, respectivamente (SOTO et al., 2018).

Singkhonrat e colaboradores (2019) empregaram CID usando uma camera digital
para monitorar a peroxidacdo lipidica em 6leos e emulsbes 6leo/agua, durante a reacdo
com reagente Fenton de 6 amostras, na faixa de IP de 3 a 14 meq O2/kg, usando dados
do sistema RGB. Os resultados mostraram uma boa correlagdo (R? = 0,9836) entre o
método proposto e o método UV-Vis, com desvio padrdo de + 0,0339 meq Oz/kg. O
limite de detecgdo foi de 0,175 meq O2/kg e o limite de quantificacdo foi de 0,35 meq
O2/kg (SINGKHONRAT et al., 2019).

Vucane e colaboradores (2020) usaram CID empregando um smartphone para
determinar a atividade total de eliminagdo de radicais livres em 11 amostras de 6leos
vegetais, incluindo azeites de oliva. Os melhores resultados, em compara¢do com
espectrofotometria, foram obtidos usando valores das componentes RG do sistema RGB
(VUCANE et al., 2020).

Azimi e colaboradores (2020) empregaram CID e analise discriminante para
classificar quatro tipos de 6leos vegetais comestiveis, incluindo azeites de oliva, quanto
a validade. Os testes foram realizados com base na oxidagdo das amostras, utilizando
dados dos espacos de cores RGB, HSI e L*a*b* com escala de cinza. Os resultados
mostraram acuracias de 84 % a 100 %, a depender do tipo de 6leo e modelo de cor
empregado (AZIMI et al., 2020).
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Peamaroon e colaboradores (2021) empregaram CID baseado em camera de
smartphone para a determinagao do indice de iodo em 0leos vegetais (incluindo azeites
de oliva), por meio de dados do sistema RGB. Os resultados mostraram limites de
deteccdo e quantificacdo inferiores a 0,02 e 0,032 mM I, respectivamente, e foram
considerados melhores em comparagdo com o método de referéncia. O método proposto
€ menos dispendioso e gera menos residuos quimicos (PEAMAROON et al., 2021).

De Carvalho e colaboradores (2021) empregaram CID usando smartphone na
predicao dos niveis de clorofilas e carotenoides em azeites de oliva e abacate. Os dados
dos sistemas RGB, Y, HSV, CMYK, L*a*b e XYZ foram utilizados para construir
modelos de calibracdo por regresséo linear multipla (MLR) e maquina de vectores de
suporte de minimos quadrados (LS-SVM). O melhor desempenho foi obtido utilizando
0 modelo XYZ/LS-SVM para clorofilas e Y/LS-SVM para carotenoides, com valores
de RMSE de 0,96 e 0,29 mg/kg e R2 médios de 0,96 e 0,83, respectivamente (De
CARVALHO et al.,2021).

De Carvalho e Nunes (2023) empregaram CID usando um smartphone para
predizer o teor de 6leo de soja em misturas de azeite de oliva extravirgem e azeite de
abacate, utilizando diferentes estratégias para mitigar o efeito da iluminagdo. Os
modelos de calibracdo foram obtidos por regressao linear multipla (MLR) usando os
valores de RGB das imagens. As componentes RG forneceram modelos como melhores
habilidades preditivas, para os quais os valores de R? foram maiores que 0,94 e RMSE
menores que 0,10 (De CARVALHO; NUNES, 2023).

Resende e colaboradores (2023) desenvolveram e validaram um método CID
baseado em smartphone para determinar o teor de esterois totais em azeites e outros
6leos vegetais, usando o método Liebermann-Burchard para a reacdo colorimétrica. O
método proposto teve um desempenho semelhante ao método espectrofotométrico (UV-
Vis) usando a componente B do sistema RGB como sinal analitico, com um R2 de 0,96
e um erro padrdo proximo ao do método de referéncia. Além disso, os limites de detecdo
e quantificacdo calculados foram inferiores as concentrac@es de esterdis normalmente
presentes na maioria dos 6leos vegetais (RESENDE et al., 2023).

Todas as abordagens descritas tiveram resultados semelhantes ou melhores do
que aqueles obtidos pelos métodos de referéncia, mostrando que os métodos baseados

em CID sdo promissores para 0 monitoramento da qualidade dos azeites de oliva.
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Visando contribuir para o avanco na aplicacdo dessas novas tecnologias, essa
pesquisa teve por objetivo o desenvolvimento de dois métodos baseados em CID, usando
cameras de smartphones, para acessar os indices de qualidade (IP e AL) de azeites de

oliva. Os métodos propostos serdo apresentados nos capitulos 11 e I11.
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CAPITULO 2 - USO DA COLORIMETRIA POR IMAGEM DIGITAL PARA A
DETERMINACAO DO iNDICE DE PEROXIDOS EM AZEITES DE OLIVA

RESUMO

Azeites de oliva podem ser oxidados pela acéo de luz ou calor, gerando produtos
responséveis por alteracbes nas propriedades sensoriais do Oleo, levando a sua
depreciacdo. Os primeiros compostos formados na oxidacdo do azeite sdo 0s
hidroperdxidos, que podem ser quantificados pela determinacdo do indice de perdxidos
(IP, meg O2/Kg). O metodo padréo para a determinacdo do IP baseia-se em uma titulagéo
iodométrica, que demanda uma grande quantidade de solventes e pode apresentar
imprecisdes na deteccdo do ponto final. Neste capitulo sera apresentado um metodo para
determinar o IP em azeites de oliva, baseado na Colorimetria de Imagem Digital. Seis
padrdes de calibracdo foram preparados a partir de solugdes de peroxido de hidrogénio
e, apos reacdo com iodeto de potéassio, foram obtidas imagens digitais dos padrdes
usando a camera de um smartphone. Os parametros de cor dos sistemas RGB, HSV,
CMYK, L*a*b* ou XY Z foram calibrados contra as quantidades de meq O nos padrdes.
Um conjunto teste de 43 amostras de azeites de oliva foi utilizado para validacdo, com
base no método titulométrico. Foram obtidos valores de RMSE e R? de 3,29 meq O2/kg
e 0,97, utilizando M do sistema de cores CMYK como sinal analitico. A quantidade de
reagentes consumidos no método proposto foi reduzida em aproximadamente 98 % em
comparagdo com o método titulométrico. Os resultados desta pesquisa foram acrescidos
de dados de outros Oleos vegetais e publicados no periédico Journal of Food
Composition and Analysis (DOI 10.1016/j.jfca.2022.104724).

Palavras-chave: Lipidios. Oxidac&o. Smartphone. Hidroperéxidos. indice de Perdxidos
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1 INTRODUCAO

Azeites de oliva séo constituidos essencialmente por triacilglicerois, formados
por trés acidos graxos ligados ao glicerol. Os principais acidos graxos presentes no azeite
sdo os acidos: oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3), palmitico (C16:0),
palmitoleico (16:1) e estearico (C18:0) (FONSECA E GUTIERREZ, 1974). As duplas
ligacGes dos acidos graxos insaturados presentes no azeite sdo susceptiveis a reacoes de
oxidacdo, que podem ocorrer durante a extragdo e armazenamento, gerando produtos
responsaveis pela perda de qualidade do 6leo.

A primeira etapa da oxidacdo lipidica produz hidroperdxidos, compostos
instaveis que, apos serem formados, sofrem clivagem homolitica dando origem aos
radicais peroxil, alcoxido e hidroxila. Esses radicais reagem entre si e com o oxigénio
para formar aldeidos, cetonas e outras moléculas toxicas e sensorialmente desagradaveis
(WSOWICZ et al., 2004), comprometendo a qualidade e a seguranca do azeite de oliva.
Além disso, a oxidacdo consome 0s 4acidos graxos insaturados, associados as
propriedades nutricionais do azeite, o que também compromete a qualidade nutricional
do produto.

O indice de peroxidos (IP) é normalmente utilizado para avaliar a oxidagao
inicial em azeites de oliva. Um método padrdo para a determinacdo do IP em azeites de
oliva é descrito pela I0C (2017), e baseia-se em uma titulacdo, que mede a concentracdo
iodo libertado do iodeto de potassio devido a reacdo com os hidroperdxidos presentes
na amostra de 6leo (I0C, 2017). No entanto, a precisao desse método depende de fatores
que envolvem a possivel dificuldade do analista em detectar o ponto final da titulagéo.
Além disso, os 0Oleos sdo solUveis apenas em solventes organicos, e a alta demanda
desses reagentes impacta o custo e toxicidade da analise.

Para contornar as desvantagens inerentes ao método titulométrico para a
determinacéo do IP em azeites de oliva, este capitulo apresenta um meétodo alternativo,
baseado na Colorimetria por Imagem Digital (CID), usando a cdmera de um smartphone.
Nessa abordagem, o perdxido de hidrogénio presente em solucdes padrdes reagiu com
K1 formando solugdes coloridas, cuja intensidade da cor variou conforme a concentracéo
de perdxido. Essas solucdes foram fotografas e os valores das componentes dos sistemas
de cores da Regido de Interesse (ROI, do inglés Region of Interest) das imagens digitais

foram empregados como sinal analitico para a construcdo de curvas analiticas. Esses
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modelos foram usados para predizer o IP de 43 amostras de azeites de oliva, tendo como
base comparativa os resultados obtidos pelo método de titulométrico. A proposta buscou
simplificar o método titulométrico para determinacdo do IP, substituindo a etapa de
titulacdo pelo uso de um dispositivo barato e acessivel, tornando a analise nao subjetiva

e reduzindo o tempo de anélise, reagentes utilizados e residuos gerados no processo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram analisadas amostras de azeites de oliva de diferentes marcas, sendo 7
extravirgens (Andorinha, La Rambla Olivenza, Fatima e Quinta da Boa Vista), e 1 azeite
de oliva composto (Maria). Misturas dessas amostras com 0Oleos de diferentes IPs foram

usadas para expandir a faixa estudada, resultando em 43 diferentes amostras.

2.2 Preparo e andlise dos padrdes e das amostras de azeites de oliva

Primeiramente, seis padrdes de calibracdo contendo solucdes aquosas de
perdxido de hidrogénio 30 % (Exodo Cientifica), em diferentes concentracdes, foram
usados para a construgdo de uma curva analitica. Para cada ponto da curva, 0,5 mL de
solucgéo padréo foram transferidos para uma cubeta de vidro de 1 cm, e solubilizados em
1,2 mL de &cido acético. Em seguida, 0,1 mL de solucdo saturada de KI foram
adicionados para a reagdo colorimétrica e a mistura foi vigorosamente agitada e colocada
ao abrigo de luz durante 1 minuto. Apos esse intervalo, a solucdo resultante assumiu
uma coloracéo castanha. A cubeta foi entdo posicionada em um mini estadio (Figura 1)
para a obtencdo das imagens digitais. Na Tabela 1 sdo apresentadas as concentracdes

utilizadas para o preparo dos padrdes de calibragéo.
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Tabela 1 — Concentrac¢Oes usadas para a construcdo dos padrdes de calibracéo.

H20, (mmol.LY)* H,02 (mmol na cubeta) meq O2em 1.8 mL meq Oz em 1.3 mL

1 0,2515 1,258 x 10 2,515 x 10* 1,816 x 10
2 4,078 2,039 x 10°° 4,078 x 107 2,945 x 10°°
3 7,702 3,851 x 1073 7,702 x 1073 5,563 x 103
4 10,874 5,437 x 1073 1,087 x 107 7,853 x 1073
5 13,819 6,910 x 10’ 1,382 x 102 9,980 x 1073
6 16,991 8,496 x 107 1,699 x 1072 1,227 x 1072

Nota: * solugfes estoque.
Fonte: Da autora (2023).

As amostras foram analisadas pelo mesmo método, substituindo-se a solucdo
padrdo por 0,2 g de amostra, que foi solubilizada em 1,2 mL de &cido acético e 0,8 mL
de cloroférmio. Apds a adicdo de KI, uma solucdo biféasica foi formada, o que ndo
aconteceu nos padrdes, devido a auséncia de cloroférmio. Portanto, os padrbes de
calibracdo continham 1,8 mL de uma solucdo monofasica colorida, enquanto nas
amostras somente a fase aquosa (inferior), com 1,3 mL, continha o iodo produzido na
reacdo colorimétrica. Para contornar o efeito da dilui¢do da cor nos padrdes, a Equacéao
1 foi empregada para calcular as quantidades de meq O, em 1.3 mL dos padrdes, e
estes valores foram usados na calibragcdo. As quantidades calculadas sdo mostradas na
Tabela 1.

1,3 x meq 02(em 1,8 mL) (1)
1,8

meq 02(nos padroes) =
Finalmente, o IP das amostras foi calculado por meio da Equacéo 2, dividindo-
se 0 meq O obtido da curva analitica pela massa de amostra empregada na analise

(aproximadamente 0,0002 kg).

02\ _ meq 02
IP (meq Kg) " massa de azeite (Kg) (2)

Para testar o método CID proposto, as 43 amostras de azeite tiveram seu IP

determinado, em duplicata, pelo método titulométrico conforme Nielsen, (2017).
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2.3 Aquisicao das imagens

A fim de controlar a iluminacdo, que poderia interferir nas analises, as imagens

digitais foram obtidas em um mini estudio similar ao ilustrado na Figura 1.

Figura 1 — Mini estadio usado na aquisi¢do das imagens digitais sem a interferéncia de
iluminacdo externa.

] tampa Abertura para
\Q{ Tampa ‘// Camera

remaovivel

Suporte para
cubeta 12 cm Bcm

G cm

Fonte: Adaptado de De Carvalho, et al. (2021).

Esse aparato foi revestido externamente com papel cartdo e internamente com
acetato de etileno-vinila (EVA) branco, com dimensdes de 6 cm x 12 cm x 8 cm (largura
x comprimento X altura). Um suporte para cubeta, feito do mesmo material, foi
posicionado no interior do mini estidio e centralizado na parte inferior. Uma tampa
removivel garantiu a facilidade na troca das amostras e o blogueio da luminosidade
externa.

Um smartphone Moto C Plus 7.0 com uma camara de 8 MP (f/2.2, 1.12 um),
resolucdo de 3264 x 2448 pixels e distancia focal de 3,50 mm foi posicionado no exterior
do mini estudio e encaixado em uma abertura de 2 cm de diametro, de modo que a
camera permanecesse a distancia fixa de 8,5 cm da amostra.

A iluminacéo interna correspondeu apenas ao flash da cAmera. Para a captura das
imagens, foram selecionadas as opc¢des de foco fixo, balanco de branco e modo de
imagem Unica. Para fins de padronizacéo, essas configuracfes foram mantidas durante
todas as analises dos padrdes e amostras. As imagens digitais foram salvas em formato
JPEG e posteriormente decompostas nas componentes de cor dos sistemas RGB, HSV,
CMYK, L*a*b*, e XYZ, com o auxilio do aplicativo Color Picker®. Os procedimentos
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foram realizados em duplicata e a média aritmética dos valores das componentes de cor

usadas como descritores para as calibragdes.

2.4 Analise estatistica

Os valores das componentes dos sistemas de cores foram calibrados contra as
quantidades de meq O> nos padrdes, usando regressdo por minimos quadrados. A
qualidade das curvas analiticas foi avaliada pelo RMSE e pelo R?.

O limite de detecgéo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados a
partir do desvio padrdo de 15 brancos (dpb), empregando-se as Equacdes 3 e 4,
respectivamente. Os brancos continham o azeite solubilizado em cloroférmio e acido
acetico (sem realizar a reacao colorimétrica). A curva analitica foi representada por y =

bx + a, onde y correspondeu a meq O e X a resposta instrumental (componente de cor).

— dpb

LD =33x e (3)
— dpb

LQ =10x72 (4)

Os resultados obtidos pelo método titulométrico foram comparados aos
resultados obtidos por CID, em termos de meq O2 e IP. Para a comparagdo baseada nos
valores de meq O, o IP foi multiplicado pela massa das amostras (em Kg) e para a
comparacao baseadas em IP, o meq O2 obtido pelo método CID foi dividido pela massa
da amostra (Equacao 2). Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados
com base no RMSE e no R?, bem como pelo erro médio relativo (EMR). O pardmetro
estatistico R?m foi usado para avaliar a congruéncia entre os valores medidos e preditos
pelos modelos. Valores de R?’m maiores que 0,5 sdo considerados aceitaveis (MITRA et
al., 2010).

Para prevenir a influéncia de amostras andmalas durante a predigéo, as outliers
foram detectadas e removidas do conjunto pela analise de leverages e residuos de
Student, com um limite de = 2.5 (FOX, 1991).
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Todos os célculos foram realizados com o auxilio dos programas GNU Octave®
versdo 5.2.0 (EATON et al., 2019), Chemoface® versdo 1.64 (NUNES et al., 2012), e
Microsoft Excel® versédo 2007.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As cores apresentadas pelos padrBes de calibracdo apos a reacdo colorimétrica
variaram de amarelo acastanhado (para menores valores de meq O2) a marrom

avermelhado (para valores mais altos de meq O>), conforme Figura 2.

Figura 2 — Escala de cor obtida de acordo com a quantidade de meq Oz nos padrdes de
calibracéo.

meqO, 1.82x10* 294x10° 556x10° 7.85x10° 9.98x10° 1.23x 10?
ROI
Fonte: Adaptada de Anconi, et al. (2022).

Ao contrario dos padrBes, as misturas para analise das amostras continham
cloroférmio (usado na solubilizacdo do azeite). Para essas amostras, uma mistura
bifasica foi formada (Figura 3) ap6s a adi¢éo de solucéo aquosa de Kl. O iodo formado,
responsavel pela mudanca de cor da solucdo, permaneceu sollvel na fase aquosa.
Portanto, para as amostras de validacédo, a fase aquosa (inferior) foi a ROI, da qual as

informagdes de cor foram obtidas.

Figura 3 - Solucdo bifasica formada apds a reacdo do Kl com os hidroperoxidos
presentes na amostra de azeite. O quadrado verde corresponde a ROl usada
para a obtencao dos parametros de cor das imagens.

Fonte: Adaptada de Anconi, et al. (2022).
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Nos sistemas colorimétricos, cada uma das componentes contém apenas uma
fracdo da informac&o que resulta na coloragdo final do objeto de estudo. Deste modo, é
de extrema importancia uma selecdo adequada da componente que melhor se
correlaciona com a concentracdo do analito. O estudo da linearidade entre meq Oz nos
padr@es e os valores correspondentes as informac6es de cor dos sistemas colorimétricos

avaliados é apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Estudo da linearidade das componentes dos sistemas de cores RGB, HSV,
CMYK, L*a*b* e XYZ.
Componente de cor R?

0,85
0,99
0,47
0,98
0,47
0,81
0,98
0,47
0,81
0,99
0,96
0,63
0,98
0,94

Z 0,74
Nota: N&o houve variagdo para os valores da componente C do sistema de cor CMYK.

Fonte: Da autora (2023).

FIA<Z<wnI|mo o
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% *
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Os dados apresentados na Tabela 2 evidenciam a alta correlacdo linear entre meq
O2 nos padrdes e os valores das componentes G de RGB, H de HSV, M de CMYK, L*
e a* de L*a*b*, X e Y de XYZ (R? > 0.90). Portanto, essas componentes foram
consideradas as mais adequadas para serem usadas como descritores na construgdo dos
modelos de calibracdo para a determinacdo de meq Os.

Para compreender a variacdo observada entre as componentes de cor e a
quantidade de meq Oz nos padrdes de calibracéo, é necessario compreender o significado
fisico de cada componente, bem como sua variacdo nos padrdes (Tabela 3). Neste
contexto, deve-se considerar que, quando a luz branca incide sobre a amostra, uma parte
da radiacdo é absorvida e outra parte é refletida, sendo a ultima captada pela cdmera do

smartphone.
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Tabela 3 - Valores das componentes de cor obtidas para os padroes de calibragéo.

Padrao Componente de cor

R G B H M L* a* X Y
1 159 157 51 59 1 63 -13 27 32
2 164 126 0 46 23 55 5 23 23
3 157 99 0 38 37 47 17 18 16
4 151 82 0 33 46 42 25 16 13
5 147 68 0 28 54 38 31 14 10
6 140 51 0 22 64 34 36 12 8

Fonte: Da autora (2023).

Como visto na Figura 2, a cor da solugdo formada ap0s a adicéo de Kl variou de
amarelo castanho ao marrom avermelhado. De acordo com a Tabela 3, tais coloragdes
foram formadas pela reflexdo de R (vermelho) e G (verde), sendo que a intensidade de
R e G nos padrbes variou de forma inversamente proporcional a concentracdo de
peréxido. Embora R tenha tido a maior contribuicdo na formacédo da cor (os valores da
componente R foram maiores), a componente G sofreu a maior variagdo, o que justifica
sua maior correlacdo com a concentracdo de perdxido. Por outro lado, o parametro B
permaneceu praticamente nulo, mostrando que azul absorvido, ndo sendo, portanto,
detectada pela camera do smartphone.

No sistema CMYK, a componente M (magenta) é formada pelas cores primarias
vermelho e azul, e sua cor secundéria (complementar) é verde. 1sso justifica a variagcdo
negativa de G (RGB) e a simultanea variagéo positiva de M com o aumento do teor de
perdxido nos padrdes. Além disso, como praticamente ndo houve variacdo de B (RGB),
correspondente a cor azul, o aumento do parametro M também pode estar relacionado a
reflexdo do vermelho. Em conjunto, essas considerac6es suportam a melhor descrigdo
da cor produzida na reagdo pela componente M.

Os valores da componente H (tonalidade) variaram de 59° (amarelado) a 22¢
(avermelhado), do padrdo mais diluido para 0 mais concentrado. Essas tonalidades
correspondem a variagdo de cor mostrada na Figura 2, o que justifica a alta linearidade
dessa componente com a concentracao de perdxido nos padrdes.

Apesar da excelente linearidade de L* com o teor de perdxido, essa componente
varia em escala de cinza e sozinha é insuficiente para descrever a variagdo de cor dos
padrdes, o que pode explicar o baixo desempenho do modelo obtido a partir dessa
componente (Tabela 3). Contudo, a diminuicdo de seus valores justifica-se pelo
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escurecimento das solucdes (em uma imagem em escala de cinza). J& o parametro a*
varia de valores negativos (verde) a positivos (vermelho) (LEAO et al., 2007). Logo, o
aumento de a* indica um aumento da proporcdo de vermelho na formacéo da cor, 0 que
¢ consistente com a mudanca de cor nos padrdes.

No sistema XYZ, Y esta relacionado ao brilho de uma cor (Fernandes et al.,
2020). Assim, justifica-se que seus valores variem de forma inversamente proporcional
ao teor de perdxidos nos padrdes, cuja menor luminosidade (numa imagem em escala de
cinza) pode estar relacionada com o aumento da intensidade da cor. Por outro lado, a
componente X, em combinacdo com Y, pode descrever variac6es de cor de amarelado a
avermelhado (IBRAHEEM et al., 2012). No entanto, isoladamente essas componentes
ndo conseguiram produzir modelos com boa qualidade, provavelmente devido a sua
interdependéncia na descric¢do da variagéo da cor.

De fato, como mostrado na Tabela 4, as curvas analiticas obtidas a partir das
componentes de cor selecionadas (G, H, M, L*, a*, X e Y) tiveram um excelente ajuste
ao modelo linear, com R? variando de 0,94 a 0,99 e RMSE de 0,00044 a 0,001 meq Ox.

Tabela 4 — Desempenho dos modelos descritos pelas componentes de cor com R? de
calibracdo > 0,90 na determinacdo de meq O has amostras de azeite.

G H M L* a* X Y
Curva RMSE 0,00047 0,00062 0,00063 0,00044 0,00080 0,00065 0,001
analitica  R? 009 098 098 099 09 098 0,94
RMSE  0,0022 0,00071 0,00069 0,0037 0,0016 0,0052 0,003

R? 084 09 097 077 092 068 0,74
Rfm 062 09 091 058 08 028 0,29
EMR (%) 34,30 11,07 10,76 57,69 2495 81,08 46,78

N 43 41 41 43 42 43 43
Nota: RMSE é expresso em meq Oz; N: nimero de amostras usadas para validar o modelo ap6s
remog&o de outliers.

Amostras
de teste

Fonte: Da autora (2023).

Considerando a analise das amostras de teste, os resultados da Tabela 4 indicam
ainda uma boa qualidade para os modelos nos quais as componentes H, M e a* foram
usadas como descritores, com R? de 0,96, 0,97 e 0,92, respectivamente. Para esses
modelos, 0 RMSE variou de 0,00069 a 0,0016 meq O>. Os modelos construidos a partir
das componentes H e M tiveram um desempenho muito semelhante, com RMSE de
0,00071 e 0,00069 meq O, e R? de 0,96 e 0,97, respectivamente. Entretanto, dentre os
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dois modelos, o melhor desempenho foi obtido pelo emprego da componente M do
sistema CMYK, que teve o maior valor de R? e menor RMSE, representando um EMR
de 10,76 %. Além disso, o alto valor do pardmetro R?m (0,91) para esse modelo atestou
uma boa congruéncia entre os valores determinados pelo método proposto e pelo método
titulométrico.

Os modelos obtidos a partir das componentes L*, X, e Y tiveram 0s piores
desempenhos na determinagdo do meq O2 nas amostras, com valores de EMR superiores
a 46 %, baixos R? (0,77, 0,68, e 0,74, respectivamente) e auséncia de congruéncia entre
os valores medidos e determinados, principalmente para os modelos X e Y (R?m de 0,28
e 0,29, respectivamente). Assim, essas componentes de cor foram consideradas
inadequadas para a determinag@o de meq O2 em amostras de azeite de oliva.

Embora o sistema de cor RGB seja 0 mais usado na literatura especializada, o
modelo obtido a partir da componente G ndo apresentou o melhor desempenho na
determinacéo, com R? de 0,84 e alto valor de RMSE (0,0022 meq O2), 0 que representou
um EMR de 34,30 %. Ainda assim, devido a seu grande destaque na literatura, esse
modelo foi avaliado na etapa seguinte, a fim de se confirmar sua baixa qualidade
comparada aos demais modelos selecionados.

Na etapa seguinte, a fim de validar o método proposto, os valores de meq O
determinados pelos modelos desenvolvidos foram convertidos em IP (de acordo com a
Equacdo 2) e comparados com o IP determinado pelo método titulométrico. A faixa

avaliada foi de 4,3 a 63,6 meq Oz/kg. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Desempenho dos modelos de calibracdo na determinacéo do IP em azeites de

oliva.
G H M a*
RMSE 9,94 3,96 3,29 7,40
R? 0,84 0,96 0,97 0,92
R’m 0,90 0,98 0,98 0,94
EMR (%) 32,63 11,27 11,02 24,88

Nota: RMSE é expresso em meq O2/kg.
Fonte: Da autora (2023).

A analise dos dados da Tabela 5 evidencia a baixa correlacdo entre os valores de
IP medidos e determinados pelo modelo baseado na componente G, o que pode ser

inferido pelo menor valor de R? (0,84), maior valor de RMSE (9,94 meq O2/kg) e maior
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EMR (32,63 %). Portanto, a componente G do sistema RGB ndo € adequada para
descrever a variacdo cor das solucGes usadas na determinacdo do IP em amostras de
azeite de oliva.

O parametro a* tambeém apresentou um baixo desempenho na determinacao do
IP das amostras, com RMSE de 7,40 meq O/kg, produzindo um EMR de
aproximadamente 25 %.

No entanto, excelentes resultados foram obtidos para modelos construidos a
partir das componentes H e M, que tiveram desempenho similar. Ambos os modelos
mostraram uma alta linearidade, com valores de R? de 0,98. Contudo, o modelo baseado
na componente M teve os menores erros na determinagéo do IP (RMSE de 3,29 meq
O2/kg e EMR de 11,02 %). Além disso, uma excelente congruéncia entre os valores
medidos e determinados foi observada (Rm = 0,98). O modelo também apresentou
baixos LD e LQ (0,00017 e 0,00050 meq Oz, respectivamente). Portanto, a componente
M do sistema de cor CMYK foi considerada a mais indicada para ser usada como
descritor na determinacdo do IP em amostras de azeite de oliva pelo método proposto,
embora a componente H possa fornecer uma qualidade semelhante.

As representacdes gréficas da curva analitica, bem como da comparagédo do meq
O2 e do IP determinados por titulagdo e pelo método DIC sdo mostradas na Figura 4.
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Figura 4 - Curva analitica baseada na componente M do sistema CMYK (A) e
comparacao grafica entre meq Oz (B) e IP (C) das amostras de azeite de
oliva determinados por CID e por titulacao.
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Fonte: Da autora (2023).

Singkhonrat e coautores (2019), reportaram o monitoramento da peroxidagéo

lipidica pelo método Fenton usando imagens digitais, e obtiveram resultados

comparaveis aos obtidos neste trabalho. Os autores encontraram uma boa correlacio (R?
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= 0,98) entre 0 método proposto e 0 metodo UV-Vis. O procedimento também se
mostrou menos dispendioso e produziu uma quantidade menor de residuos quimicos, em
comparacdo com o metodo de referéncia (SINGKHONRAT et. al, 2019).

Finalmente, o emprego do método CID possibilitou uma dréastica reducdo do
tempo de analise e da quantidade de reagentes empregada, em comparagdo ao método
titulometrico. O ltimo demanda uma mistura de 10 mL de cloroférmio e 15 mL de acido
acetico, além de 0,5 mL de solucdo saturada de KI, 30 mL de agua, 0,5 mL de solugédo
de amido e volumes variaveis de solucdo de tiossulfato de sddio. J& o primeiro, teve
esses volumes consideravelmente reduzidos ou zerados (Tabela 6), o que representou
uma redugédo de aproximadamente 98 %, considerando todos os reagentes (exceto a

solucdo de tiossulfato de sddio).

Tabela 6 — Comparagdo entre a quantidade de reagentes empregados no método
titulométrico e no método CID para a determinacdo do IP em azeite de

oliva.
Reagente Titulagdo (ml) CID (ml)

Acido acético 15 1,2
Cloroformio 10 0,8
Solucéo de Kl 1 0,1

Agua 75 0

Solucdo de amido 1 0

Tiossulfato de so6dio variavel 0

Total (exceto tiossulfato

de s6dio) 102 2.1

Fonte: Da autora (2023).

4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostraram que o IP de azeites de oliva pode ser facil
e rapidamente determinado por CID usando um smartphone como ferramenta para a
obtenc¢éo das imagens digitais.

A componente M do sistema CMYK forneceu o melhor sinal analitico para a
calibracdo, com limites de deteccdo e quantificacdo de 0,00017 e 0,00050 meq Oo,
respectivamente. Testes com amostras de azeite confirmaram o bom desempenho do
método proposto, o qual forneceu resultados muito similares aos obtidos pelo método
titulométrico normalmente empregado. Além disso, 0 método proposto reduziu o tempo

de andlise, o consumo de reagentes e a geracdo de residuos quimicos, em
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aproximadamente 98 %, tornando o processo mais econdmico e menos prejudicial ao
meio ambiente.

Por fim, a simplicidade e o baixo custo dos procedimentos permitem que essa
abordagem seja utilizada como uma alternativa para a determinacdo do IP em
laboratdrios e industrias, sendo necessario um baixo investimento em equipamentos.
Além disso, o método proposto padronizou a analise, eliminando a subjetividade do
analista ao substituir a titulacdo pela analise de dados de imagens digitais.

Os resultados desta pesquisa foram acrescidos de dados de outros 6leos vegetais
e publicados em 2022 no periédico Journal of Food Composition and Analysis (DOI
10.1016/j.jfca.2022.104724).


https://doi.org/10.1016/j.jfca.2022.104724

61

REFERENCIAS

ANCONI, A.C.S. A,;BRITO, N. C. S.; NUNES, C. A. Determination of peroxide value
in edible oils based on Digital Image Colorimetry. Journal of Food Composition and
Analysis, v.113, 2022.

EATON, JW.; BATEMAN, D.; HAUBERG, S.; WEHBRING, R. GNU Octave
Version 5.2.0 Manual: A High-level Interactive Language for Numerical Computations.
Samurai Media Limited, 2019.

FONSECA, H.; GUTIERREZ, L. E. Composi¢do em &cidos graxos de 6leos vegetais e
gorduras animais. An. Esc. Super. Agric. Luiz Queiroz 31, 485-490, 1974.

FOX, J. Regression Diagnostics. Newberry Park, CA: Sage, 1991.

IBRAHEEM, N. A,; HASAN, M. M.; KHAN, R. Z.; MISHRA, P. K. Understanding
color models: a review. ARPN Journal of Science and Technology, v. 2 (3), p. 265
275, 2012.

IOC DETERMINATION OF PEROXIDE VALUE. IOC/T.20/Doc. No 35/Rev.1 2017.

LEAO, A. C.; SOUZA, L. A. C.; ARAUJO, A. A. Gerenciamento de cores — ferramenta
fundamental para a documentacdo de bens culturais. Revista Brasileira de
Argueometria Restauracdo e Conservacéo, v. 1 (4), p, 215-220, 2007.

MITRA, |.; SAHA, A.; ROY, K. Exploring quantitative structure-activity relationship
studies of antioxidant phenolic compounds obtained from traditional Chinese medicinal
plants. Molecular Simulation, v. 36, p. 1067-1079, 2010.

NIELSEN, S. S. Food Analysis Laboratory Manual. Indiana, USA: Springer
International Publishing, 2017.

SINGKHONRAT, J.; SRIPRAI, A.; HIRUNWATTHANAKASEM, S;
ANGKURATIPAKORN, T.; PREECHABURANA, P. Digital image colorimetric
analysis for evaluating lipid oxidation in oils and its emulsion. Food Chemistry, v. 286,
p. 703-709, 2019.

WSOWICZ, E.; GRAMZA, A.; HES, M.; JELEN, H.H.; KORCZAK, J.; MATECKA,
M.; MILDNERSZKUDLARZ, S.; RUDZINSKA, M.; SAMOTYJA, U.; ZAWIRSKA
WOJTASIAK, R. Oxidation of lipids in food. Journal of Food and Nutricional
Science, v. 13 (54), p. 87-100, 2004.



62

CAPITULO 3 - USO DA COLORIMETRIA POR IMAGEM DIGITAL PARA A
DETERMINACAO DA ACIDEZ LIVRE EM AZEITES DE OLIVA

RESUMO

Azeites de oliva estdo sujeitos a reacdo de hidrdlise, que resulta na liberacdo de
acidos graxos no 6leo, ocasionando o0 aumento da acidez. A extensao da hidrolise pode
ser mensurada pela acidez livre (AL), um dos parametros quimicos de qualidade e
classificacdo do azeite. Um método padrdo para a determinagdo da AL em azeites
consiste na titulacdo volumétrica alcalina que, apesar da baixa complexidade analitica,
é susceptivel a erros na determinacdo do ponto final e requer uma grande quantidade de
solventes organicos para a solubilizacdo das amostras. Neste capitulo é apresentado um
método baseado na Colorimetria por Imagem Digital (CID) utilizando uma camera de
smartphone para determinar a AL em azeites de oliva. O método empregou a calibracéo
por adi¢do de padrdo usando acetato cuprico para produzir uma reacdo colorimétrica. As
imagens digitais das soluc@es coloridas foram utilizadas para a obtencéo dos valores das
componentes de cor do sistema RGB, que foram calibrados contra os respectivos valores
de AL nos padrdes. A AL das amostras foi determinada por extrapolacao das curvas. Por
fim, os resultados foram comparados com os valores de AL medidos pelo método
titulométrico. Uma excelente correlagdo entre os métodos foi observada, com R? de 0,98
e RMSE de 0,08 %. Além disso, houve uma reducdo de aproximadamente 90 % no
consumo de reagentes em comparacdo ao método titulométrico. Os resultados desta
pesquisa foram acrescidos de dados obtidos para outros 6leos vegetais, e publicados no
periddico Food Chemistry (DOI 10.1016/j.foodchem.2024.138555).

Palavras-chave: indice de Acidez. Rancidez Hidrolitica. Smartphone. Lipidio
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1 INTRODUCAO

Azeites de oliva s@o compostos majoritariamente por triacilgliceréis, que
consistem em uma molécula de glicerol unida a trés acidos graxos por ligacGes éster
(GUNSTONE, 2013). Essas moléculas estdo sujeitas a hidrdlise, que pode ser iniciada
por agentes quimicos (&cidos e bases) ou enzimas naturalmente presentes nas azeitonas
(MURTY et al., 2002; JORGE, 2009).

A hidrolise rompe a ligacdo éster dos triacilglicerdis e libera glicerol e acidos
graxos, iniciando o processo de degradacdo gradual do 6leo (BOSKOU, 2015). Esse
processo, apesar de ndo alterar as caracteristicas sensoriais do azeite, promove alteragdes
quimicas que impactam sua qualidade e classificacéo.

A extensdo da hidrolise pode ser expressa pela acidez livre (AL), ou grau de
acidez, que mede a porcentagem em massa de &cido oleico (principal acido graxo
presente no azeite) em 100 g de 6leo. A AL é um dos pardmetros quimicos de qualidade
e classificacdo dos azeites (GAZELI et al., 2020). De acordo com as normas do Conselho
Oleicola Internacional (International Olive Council — I0C), o azeite extravirgem deve
apresentar AL menor que 0,8 % (I0C, 2017). Ja para os azeites virgens e refinados esse
valor néo deve ultrapassar 2 % e 0,3 %, respectivamente (CODEX ALIMENTARIUS,
2021).

Um método padrdo para medir a AL em azeites de oliva baseia-se na titulacao
alcalina volumétrica (10C, 2017), que consiste na neutralizac¢do dos acidos graxos livres
na amostra de 6leo através da solubilizacdo com uma mistura de solventes, seguida da
titulacdo com hidréxido de potassio. No entanto, apesar da técnica ser de execucao
simples e requerer equipamentos de baixo custo, uma grande quantidade de solventes €
empregada. Outra desvantagem esta na subjetividade do analista na detec¢do do ponto
final da titulacdo, o que pode comprometer a preciséo.

Estudos recentes mostraram que a Colorimetria por Imagem Digital (CID),
associada a smartphones, € uma técnica promissora para determinar a qualidade de
azeites de oliva e outros 6leos vegetais. Alguns exemplos descrevem o emprego da
abordagem CID na predicdo dos niveis de carotenoides e clorofilas (De CARVALHO;
NUNES, 2021), na determinacdo do indice de perdxidos (ANCONI et al., 2022), na
determinacdo do teor de esterdis (RESENDE et al., 2023), na predicéo do teor de 6leo
de soja em misturas de azeite de oliva e abacate (de CARVALHO et al., 2023), na
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deteccdo e quantificacdo da adulteragéo em azeite (SONG et al., 2020) e na determinacgéo
do indice de iodo (PEAMAROON et al., 2021).

Um dos requisitos para o uso da CID reside na necessidade de a amostra exibir
cor ou existir uma reacdo colorimétrica que gere um derivado do analito cuja cor varie
com sua concentracdo. Estudos anteriores demonstraram a formagao de complexos do
grupo carboxilato com ions cobre (Cu (I1)) (NORDIN et al., 2015), resultantes da reacdo
colorimétrica entre o acetato cuprico e os acidos graxos livres em sementes (BAINS et
al., 1964) e 6leos vegetais (BAKER, 1964; LOWRY e TINSLEY, 1976). Esse complexo
é soluvel em alguns solventes organicos, como o hexano, e sua presenca nestes solventes
leva ao desenvolvimento de uma coloracdo azul. Além disso, o pH da solucédo de cobre
influencia a formacdo do complexo, a solubilidade e a intensidade da cor, com resultados
6timos em pH 6 (LOWRY e TINSLEY, 1976).

Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo o desenvolvimento de um
método analitico para a determinagdo da AL em amostras de azeite de oliva,
empregando-se a abordagem CID e um smartphone para a obtencdo das imagens
digitais. A hipdtese é de que a cor produzida na reacdo apresentada acima varie

proporcionalmente com AL das amostras.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Para avaliar o método proposto, foram utilizadas amostras de azeites de oliva de
diferentes marcas: 9 azeites extravirgens (2 Andorinha, 1 La Rambla, 1 Olivenza, 1
Fatima e 1 Quinta da Boa Vista, 1 Irarema, 1 Fazenda Herdade e 1 Serras Altas), 1 6leo
composto de azeite e 6leo de soja (Maria) e 5 misturas destas amostras para ampliar a
faixa estudada.

2.2  Determinacdo da AL pelo método CID
O método CID baseia-se na obtencdo de imagens digitais de uma reacgédo

colorimétrica, e na utilizacdo de seus parametros de cor como resposta analitica. Nesta

pesquisa, uma reacao colorimétrica foi produzida utilizando acetato cuprico, que reagiu
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com os &cidos graxos livres nas amostras de azeite. Devido as diferencgas de coloragdo
das matrizes (alguns azeites sdo esverdeados enquanto outros sdo amarelados), 0 método
de calibracéo por adicdo padréo foi utilizado. Uma solucdo de &cido oleico 3 % (Synth)
em hexano (Sigma-Aldrich) foi utilizada como padrdo. Em trés tubos de ensaio, foram
adicionados 0,5 g de amostra de azeite e quantidades variadas da solugdo padrdo, a fim
de se obter as concentracGes de 0,0 %, 1,0 % e 2,0 % de &cido oleico (Tabela 1). As
misturas foram solubilizadas com hexano até o volume final de 25 mL e
homogeneizadas em um agitador vortex. Em seguida, 0,5 mL de uma solucéo aquosa de
acetato ctprico 5 % foi utilizada como cromoforo. O pH dessa solugéo foi ajustado para
6,0 com piridina (Synth). Apds a adicdo do acetato cuprico e vigorosa agitacdo, as
misturas resultantes tornaram-se bifasicas. Finalmente, um branco foi preparado
adicionando-se a um tubo de ensaio 0,5 g de 6leo solubilizados em 2 mL de hexano e
0,5 mL de agua no lugar da solucéo de acetato cuprico. Os tubos contendo o branco e 0s
padrbes de calibracdo foram posicionados em um mini estudio (Figura 1) para a

aquisicdo simultanea das imagens digitais.

Figura 1 — Mini estidio usado na aquisi¢do das imagens para a determinacdo da AL em
azeites.
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Fonte: Da autora (2023).



66

2.3 Aquisigédo das imagens digitais

As imagens digitais foram adquiridas em um mini estddio (Figura 1) revestido
externamente com papel cartdo e internamente com EVA, com dimensdes de 12 cm x
12 cm x 12 cm (largura x comprimento X altura). Um suporte para tubos de ensaio, feito
de EVA e policarbonato transparente, foi posicionado na parte interior do mini estadio.
Uma tampa removivel garantiu a troca das amostras e o blogueio da luminosidade
externa. A iluminacéo interna foi obtidacom 7 LEDs (5 V, 0,56 W, 6500 K). Um orificio
com 2 x 2 cm foi utilizado para posicionar externamente o smartphone, de forma que
este se mantivesse alinhado com o suporte para tubos e a 11 cm de distancia das
amostras.

As imagens foram capturadas pela camera de um smartphone Samsung Galaxy
A32 (f/1,8, resolucdo de 10120 x 6328 pixels - 64 MP, distancia focal de 26 mm). Foram
selecionadas as configuracdes de foco fixo, flash-off, balango de branco e modo de
imagem Unica. Para fins de padronizacdo do procedimento, essa configuracdo foi
mantida para fotografar todas as amostras e padrdes. A aquisicdo das imagens foi
realizada em triplicata, com iluminacdo ambiente (mini estudio aberto) e iluminagédo
controlada (mini estudio fechado). Em seguida, as imagens digitais foram salvas em
formato JPEG e o aplicativo gratuito Color Picker® foi utilizado para decompor as
imagens no sistema de cor RGB. Os dados foram transferidos para um computador e

processados em planilhas do Excel.

2.4  Determinacdo da AL em azeites de oliva pelo método titulométrico

O método padréo para a determinacdo da AL em azeite de oliva consiste na
solubilizacdo da amostra em mistura de éter etilico e etanol, e posterior titulacdo para a
neutralizacdo dos acidos graxos livres, empregando-se fenolftaleina como indicador
(I0C, 2017). O resultado é expresso em percentagem de acido oleico por 100 g de 6leo
(NIELSEN, 2017). Os resultados deste método foram utilizados para validar a AL
determinada pelo método CID proposto.
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25 Analise estatistica

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar o desempenho de cada parametro de
cor na determinacdo da AL em amostras de azeite de oliva. Assim, obtidos os parametros
de cor R, G e B, as médias aritméticas (das triplicatas) dos valores de cada uma das
componentes foram calculadas e calibradas por regressao linear contra os respectivos
valores de AL nos padrdes (0,0 %, 1,0 % e 2,0 %). Foram testados dados brutos e pré-
tratados com base na absorbancia da componente de cor, de acordo com a Equacéo 1
(KUNTZLEMAN e JACOBSON, 2016).

v, = log(m) (1)

Vamostra

Onde V. é o valor da componente (R, G ou B) transformado pela absorbancia, Vbranco é
o valor da componente de cor em uma regido vazia do tubo de ensaio e Vamostra € 0 Valor
da componente de cor na ROI.

As curvas de calibracdo foram representadas pela equacao geral y = ax + b, sendo
y a resposta instrumental (valor da componente de cor) e x a AL nos padrdes. Em
seguida, a AL das amostras foi calculada por extrapolagdo das curvas, de acordo com a
Equacdo 2, onde y foi substituido pelo valor da componente de cor do branco de cada

amostra.

AL(%) = x = % ()

Os valores de AL determinados pelo método CID foram comparados com 0s
respectivos valores de AL determinados por titulagdo, com base no coeficiente de
determinacéo (R?) e na raiz do erro quadratico médio (root mean square error, RMSE),
a fim de se determinar a componente mais adequada para descrever a variagéo de cor
nos padrdes, ou seja, o valor de R, G ou B que forneceria maiores valores de R? e
menores valores de RMSE.

O limite de detecgéo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram calculados a
partir do desvio padréo de 14 ensaios do branco (dpb), de acordo com as Equacg0es 3 e

4. O branco foi consistiu em uma solugdo contendo 2,5 mL de hexano e 0,5 mL de
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acetato cuprico.

LD =33x%2 ©)

a
LO = 10 x% 4

A repetibilidade (n = 10) foi avaliada pelo mesmo analista no mesmo dia
(resultados intra-ensaio). A precisdo foi expressa como em termos do desvio padréo
relativo (% DPR).

A exatiddo (Equacdo 5) foi calculada utilizando o mesmo conjunto de dados
empregando-se a média experimental obtida pelo método CID (Xexp) € @ média obtida
pelo método titulométrico (Xrer):

Exatiddo = =22 x 100 (5)
Xref

A robustez foi avaliada comparando-se diferentes condi¢des de luminosidade no
momento da aquisicdo das imagens, ou seja, iluminacdo ndo controlada (mini estddio

aberto) e de iluminacdo padronizada (mini estudio fechado).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro desafio na execucdo do método CID proposto foi encontrar uma
reacdo colorimétrica na qual a intensidade da cor do produto variasse linearmente com
a concentracdo de &cidos graxos livres nas amostras. Estudos anteriores mostraram a
formacdo de complexos do grupo carboxilato com ions Cu (I1) (NORDIN et al., 2015),
bem como uma reacdo colorimétrica entre acidos graxos livres e acetato cuprico em
sementes (BAINS et al., 1964) e 6leos vegetais (BAKER, 1964; LOWRY e TINSLEY,
1976).

A determinacdo colorimétrica de acidos graxos baseada em acetato cuprico
apresentou alta sensibilidade e reprodutibilidade, com altos coeficientes de correlacéo
(R? > 0,97) entre a cor produzida e a concentragio dos principais 4cidos presentes no

azeite de oliva: palmitico, estearico e oleico (KWON e RHEE, 1986). Nesta reacdo, a
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cor se desenvolve em aproximadamente 2 minutos, e € estavel por pelo menos 60
minutos (MARCENO et al., 1998). Além disso, apenas os &cidos graxos livres formam
0 complexo com o acetato cuprico. Assim, o desenvolvimento da cor ndo € influenciado
por mono-, di- e triacilglicerdis, ou por outro lipideo (LOWRY e TINSLEY, 1976).

O complexo formado na reagdo colorimétrica é solvel em alguns solventes
organicos, como o hexano. Além disso, foi comprovado que o pH da solucdo de cobre
influencia a formacdo do complexo, sua solubilidade e a intensidade da cor, com
resultados 6timos sendo obtidos em pH 6 (LOWRY e TINSLEY, 1976). Assim, neste
estudo, a solucédo de cobre foi empregada na reagdo colorimétrica e seu pH foi ajustado
para 6 utilizando piridina.

Para fornecer um método mais rapido e reduzir o consumo de reagentes, foram
utilizadas curvas de adicdo de padrdo com trés padrbes de calibracdo. Giannoulas e
coautores (2019) usaram uma abordagem parecida realizando ensaios colorimétricos
quantitativos, em dispositivos analiticos, com apenas um ponto de calibracdo
(GIANNOULAS et al., 2019). Assim, as amostras de azeite contendo 0 %, 1,0 % e 2,0 %
de &cido oleico foram inicialmente tratadas com uma solucdo de acetato cuprico. As

quantidades de cada reagente nos padrfes sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantidade de amostra e reagentes utilizados nos padrdes de calibracao.
Padrdo Azeite (g) Sol. Padrdo () Hexano (mL) Acetato Cuprico (mL)

0,0 % 0,50 - 2,00 0,50
1,0% 0,50 0,1667 1,76 0,50
2,0% 0,50 0,3340 1,52 0,50
Branco 0,50 - 2,00 0,50 (agua)

Nota: Os volumes de hexano adicionados foram calculados considerando a densidade da solugédo
padrdo (0,69 g/mL) para obter 0 mesmo volume final de 2,5 mL em todos os tubos de
ensaio.

Fonte: Da autora (2023).

Apos a adicdo da solugdo aquosa de acetado cuprico as solugdes contendo
hexano, foram formados sistemas bifasicos. As fases superiores apresentam uma
coloragéo azul-esverdeada (contendo os complexos em hexano) e as fases inferiores

continham o excesso de solugéo aquosa de cobre (Figura 2).
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Figura 2 — Exemplo de uma imagem digital das solugdes formadas apos a reacdo
colorimétrica dos padrdes de 0,0 %, 1,0 % e 2,0 % (da esquerda para a
direita) de acido oleico em azeite de oliva. O branco é o ultimo tubo de
ensaio. O quadrado é a ROI utilizada para obter os valores das componentes

de cor.
% AL nos padrdes 2 Branco
R 158 80 24 184
G 189 193 178 202
B 118 117 88 129

Cor l

Fonte: Da autora (2023).

A formacéo da cor envolve a absorc¢éo e a reflexdo da luz, sendo que uma camara
de smartphone pode captar a luz refletida. Nas fases apolares (hexano), o verde e o azul
foram as cores refletidas (Figura 2), enquanto o vermelho foi absorvido. A variagdo de
cor dessas solucdes também dependeu fortemente da aparéncia do azeite analisado. Os
azeites de oliva podem apresentar uma coloracdo mais amarelada ou mais esverdeada,
levando a varia¢@es na cor das fases apolares ap6s reacdo com a solucdo azul de cobre.
Devido a essas variacdes, o procedimento de calibracdo externa ndo foi capaz de
contornar os efeitos da matriz, rica em pigmentos tais como clorofilas e carotenoides.
Desta forma, a calibracdo por adicdo de padrdo foi mais adequada para determinar o AL
nas amostras de azeite pelo método CID, a fim de se manter o baixo custo e a
simplicidade da andlise.

Conforme visto na Figura 2, foi notavel a varia¢do da coloragdo com o aumento
do teor de acido oleico (da esquerda para a direita) nos padrdes. Além disso, cada
componente de um sistema de cor contém apenas uma fracdo da informagdo que
descreve a cor final e, portanto, pode ter uma correlagdo diferente com a resposta de
interesse. Deste modo, a avaliacdo da correlagdo das componentes de cor isoladas com
a concentracdo do analito é crucial para estabelecer o melhor descritor para a resposta

de interesse. Assim, os valores das componentes RGB isoladamente foram calibrados
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contra a AL experimental nos padrdes a fim de encontrar a mais adequada.

As calibracdes foram realizadas a partir de dados brutos e transformados
conforme Equacéo 1. O pré-tratamento de dados € utilizado em CID para corrigir efeitos
adversos durante a aquisicdo das imagens, tais como diferencas de iluminagédo e sombra
(KRIG, 2016). Neste trabalho, o pré-tratamento de dados aplicado converteu os valores
das componentes de cor em valores equivalentes a absorbancia, com base na analise do
branco (Equacao 1). Assim, foi considerada a razao entre o fluxo luminoso incidente no
tubo de ensaio e o refletido pela amostra (KUNTZLEMAN e JACOBSON, 2016).

O desempenho dos modelos obtidos a partir das componentes de cor R, G e B,
para as 15 amostras analisadas, foram comparados com os resultados obtidos pelo

método titulométrico, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Coeficiente de determinacdo (R%) e RMSE para a determinacédo de AL pelo
método CID comparado ao método titulométrico.

Sem Pré-tratamento Com Pré-tratamento

Componente de cor  R? RMSE (%) R? RMSE (%)
R 0,98 1,14 0,99 0,08
G 0,22 1,29 0,33 2,60
B 0,28 0,54 0,19 0,87

Fonte: Da autora (2023).

Conforme Tabela 2, dados brutos (sem pré-tratamento) forneceram curvas com
erros relativamente elevados. As curvas baseadas nas componentes G e B também
apresentaram baixa linearidade (baixos valores de R?) e, portanto, tiveram os piores
desempenhos. No entanto, a curva baseada em R apresentou um alto coeficiente de
determinacéo para os dados brutos (R? = 0,98) e pré-tratados (R? = 0,99), indicando uma
excelente correlagéo linear entre os valores medidos pelos dois métodos. Entretanto, ao
converter o valor de R no respectivo valor equivalente a absorbancia, o RMSE foi
drasticamente reduzido (de 1,14 % para 0,08 %). Assim, o valor equivalente a
absorbéancia para R (Vr) foi considerado mais adequado para descrever a variacdo de cor
nos padrdes e determinar a AL nas amostras de azeite. Um exemplo de curva de adi¢éo

padrdo, baseada em VR, é apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Exemplo de uma curva de adi¢do de padréo usada para determinar a

AL nas amostras de azeite de oliva baseada nos valores da componente R apos pré-
tratamento dos dados (VR).

0.9 1

y =0.4076x + 0.0516
R2 =0.9938

0.8 1
0.7 1
0.6 T
0.5 A1

Vr

0.4 A
0.3 A1

0.2 A
OCurva de adi¢éo de padrdo
B Extrapolagéo

0.1 A

-0.3 0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8 2.1
AL (%) nos padrdes

Fonte: Da autora (2023).

O complexo de cobre € responsavel pelo desenvolvimento da cor nas solugdes e
sua formacao depende da disponibilidade de acidos graxos livres. Como os ions cobre
encontram-se em excesso na solucdo, a intensidade da cor desenvolvida depende apenas
dos acidos graxos e varia proporcionalmente a concentracdo destes. Além disso, parte
da luz branca que incide sobre a amostra é absorvida e parte € refletida. A cAmera do
smartphone capta a luz refletida, cujo comprimento de onda no espectro visivel
corresponde ao das cores visualizadas. Essa cor capturada € entdo decomposta nos
parametros do sistema de cores RGB, e o desempenho de cada parametro pode ser
entendido analisando sua variacdo nos padrdes de calibracéo.

No sistema RGB, vermelho (R), verde (G) e azul (B) sdo consideradas cores
primarias, e as demais cores sdo formadas por sua combinacéo linear (FIRDAUS et al.,
2014). De acordo com a Figura 2, a variacdo de cor dos padrdes foi influenciada pela
absorcédo do vermelho e pela reflexdo do verde e do azul. Notavelmente, as componentes
B e G apresentaram pequenas variacdes, indicando que o azul e o verde foram
responsaveis pela formacéo da cor visualizada. Embora o vermelho tenha contribuido
minimamente para a cor refletida, sua absorcéao influenciou fortemente a variagao da cor
nos padrdes, o que foi demonstrado pela maior variagdo da componente R, com o

aumento da concentracgdo de acido oleico. A variagdo negativa dessa componente indica
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que o vermelho foi intensamente absorvido. Além disso, com base nos dados da Tabela
2, uma variagdo numerica mais ampla observada para a componente R foi essencial para
0 excelente desempenho da calibracdo baseada nessa componente.

A comparacdo grafica dos valores de AL determinados pelos métodos CID e
titulométrico, nas 15 amostras analisadas, € apresentada na Figura 4. A elevada
congruéncia entre os valores de AL das amostras revela uma excelente correlagéo entre

os valores obtidos pelos dois métodos.

Figura 4 — Correlacdo do AL em azeites de oliva determinado pelo método CID e pelo método
titulométrico.
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Fonte: Da autora (2023).

Figuras de mérito como exatidao, precisdo, LD e LQ foram calculados para
avaliar a qualidade do método proposto. Neste sentido, 0 método CID apresentou um
excelente desempenho, com exatiddo de 98,43 % e precisdo (DPR) de 1,92 % (média,
considerando os 15 casos estudados). Esses resultados estdo de acordo com 0s critérios
estabelecidos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC), cujos limites
recomendados na faixa de concentracdo entre 0,10 e 1,0 % para o DPR sdo de 3,7 e
2,7 %, respetivamente, e para a exatidao, de 95 a 105 % e 97 a 103 %, respetivamente
(TAVERNIERS et al., 2004).

Os valores estimados de LD e LQ para o método CID foram de 0,033 % e 0,098
% respetivamente. Esses valores sdo considerados aceitaveis, uma vez que o valor mais

baixo de AL nas amostras de azeite foi de 0,16 %. Os resultados desta pesquisa sao
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comparaveis aos obtidos por Grossi e coautores (2019), que determinaram a AL por
condutancia elétrica, encontrando LD e LQ de 0,02 % e 0,07 % respetivamente
(GROSSI et al., 2019). Assim, considerando as figuras de mérito de validagédo
determinadas, o método CID proposto pode ser considerado promissor para a
determinacdo da AL em azeites de oliva.

A robustez do método foi avaliada considerando-se varia¢fes na iluminagdo. A
analise foi efetuada sob iluminacdo ndo controlada (mini estudio aberto) e controlada
(mini estudio fechado). Considerando-se os 15 casos estudados, obtiveram-se valores R2
de 0,97 e RMSE de 0,14 %, na comparacao entre 0 método CID e 0 método de referéncia
sob iluminacédo ndo controlada, enquanto valores de Rz de 0,99 e RMSE de 0,08 % foram
obtidos sob condicdo de iluminacdo controlada. Assim, o controle da luminosidade
proporcionado pelo mini estadio melhorou ligeiramente a linearidade e o erro. Além
disso, uma comparacéo grafica (Figura 5) mostrou uma alta correlagdo (R?= 0,99) entre
os resultados obtidos com iluminacdo controlada e ndo controlada. Portanto, o efeito da

luminosidade foi negligenciavel, atestando a robustez do método proposto.

Figura 5 — Comparacdo grafica entre AL determinada pelo método CID sob iluminacao
ndo controlada (mini-estudio aberto) e controlada (mini-estddio fechado).
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Fonte: Da autora (2023).

E importante ressaltar que o processamento e o armazenamento inadequados do
azeite de oliva levam a alteracdes nos valore de AL, implicando na perda da qualidade
e comprometendo a seguranca alimentar do 6leo. 1sso ocorre porque 0s acidos graxos

livres liberados na hidrolise sdo fortes pro-oxidantes e, ao serem oxidados, produzem
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moléculas que alteram as caracteristicas sensoriais do 6leo, podendo gerar, ainda,
produtos toxicos. Nesse sentido, o0 método DIC proposto é simples e econdmico, sendo
atil para garantir a qualidade e seguranca dos 6leos vegetais, garantindo caracteristicas
funcionais e sensoriais, de acordo com a legislacdo vigente e discussdes metaboldmicas
recentes (LI et al., 2021).

Finalmente, 0 método CID proposto para determinar a AL em azeites de oliva
teve uma grande vantagem em termos de economia de reagentes e reducdo da quantidade
de residuos gerados na analise. Conforme observado na Tabela 3, enquanto o método
titulométrico requer aproximadamente 100 mL de uma mistura de éter e etanol, 0,1 mL
de fenolftaleina e volumes variaveis de solugdo alcalina, 0 método CID exigiu apenas
cerca de 10 mL de reagentes, sendo mais econdmico e reduzindo a geracao de residuos

em cerca de 90 %.

Tabela 3 - Comparacéo entre os volumes de reagentes gastos nos métodos titulométrico

e CID.
Reagente Titulacdo (ml) Método CID (ml)

Eter/Etanol 50 a 100 0

Fenolftaleina 0,1 0

Hidroxido de Potassio 2+ 0
] Hexano 0 ~8
Acido Oleico 0 0,7
Acetato Cuprico 0 1,5
Total ~ 102 ~10

Fonte: Da autora (2023).

4 CONCLUSAO

O método CID proposto pode ser utilizado na determinacdo da AL em azeites de
oliva. O valor equivalente a absorbancia baseada no valor da componente R do sistema
de cor RGB forneceu um excelente sinal analitico para determinar a AL das amostras.
Tal abordagem analitica forneceu resultados para AL altamente congruentes com
aqueles obtidos pelo método de referéncia.

A preciséo e a exatiddo calculadas estdo em conformidade com as diretrizes de
validacdo, e os limites de deteccdo e quantificacdo foram inferiores a acidez livre

normalmente encontrada em amostras de azeite. O teste de robustez indicou que as
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condigdes de iluminacdo néo afetaram significativamente os resultados.

Por fim, método mostrou-se mais rapido, pratico, econdmico e confiavel para a
determinacédo da AL em azeite de oliva. A baixa demanda de reagentes quimicos reduziu
a producdo de residuos, em conformidade com a quimica analitica verde.

Os resultados desta pesquisa foram acrescidos de dados obtidos para outros 6leos
vegetais e publicados no periodico Food Chemistry (DOl
10.1016/j.foodchem.2024.138555).
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