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Resumo 

As azeitonas de mesa estão entre os produtos alimentares fermentados mais populares em 

todo o mundo, e em especial na região do mediterrâneo. De entre os processos de 

produção para tornar as azeitonas edíveis, destaca-se a fermentação natural, conduzida 

apenas por microrganismos autóctones presentes na película da azeitona. Na região de 

Trás-os-Montes, a azeitona de mesa Negrinha de Freixo é produzida por fermentação 

natural em salmoura. Apesar de serem considerados frutos de excelência, poucos estudos 

existem relativos à evolução e ao comportamento da microflora presente no processo 

fermentativo de cura natural. Neste sentido, o presente trabalho pretendeu avaliar a 

evolução da população microbiana ao longo do processo de fermentação natural em 

salmoura (0, 3, 6, 9 e 12% de NaCl, m/v) e nos frutos da variedade Negrinha de Freixo, 

bem como proceder à identificação morfológica e molecular através de amplificação da 

região do DNA nuclear, das espécies encontradas. Foram também avaliados parâmetros 

físico-químicos na salmoura e nas azeitonas, designadamente textura, pH e acidez 

titulável. No final da fermentação avaliou-se a presença de agentes patogénicos, 

designadamente Salmonella, Listeria, Enterobacteriaceae e Clostridium sulfito redutores, 

designadamente o Clostridium perfringens. Verificou-se que as espécies mais abundantes 

nas salmouras e na polpa dos frutos foram Saccharomyces cerevisiae, Pichia 

membranifaciens, Candida boidinii, Aerobasidium pullulans e Candida assseri. Para as 

concentrações de sal mais elevadas (9% e 12%), as espécies A. pullulans, Candida 

atlantica e Candida aaseri foram mais favorecidas relativamente às espécies Meyerozyma 

guilliermondii e Sporobolomyces roseus. Relativamente às bactérias ácido lácticas 

(BAL), três espécies foram identificadas, designadamente, Lactobacillus plantarum, 

Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc pseudomesenteroides. De entre os patogénicos 

analisados, os mesmos não foram detetados no final da fermentação. Relativamente aos 

parâmetros físico-químicos, observaram-se diferenças significativas entre os estados de 

maturação, tendo as azeitonas verdes apresentado os maiores valores de mediana para a 

dureza e mastigabilidade, e menores para a adesividade, elasticidade e coesividade. 

Observou-se um aumento do pH na salmoura ao longo da fermentação. O pH na polpa foi 

pouco influenciado pela concentração de sal e o estado de maturação dos frutos. 

Observou-se um aumento na acidez titulável nas salmouras com 6%, 9% e 12% de NaCl 

dos 30 aos 90 dias, sendo mais acentuado nas azeitonas verdes, tendo a acidez titulável 
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diminuído posteriormente até aos 210 dias. Comportamento semelhante foi obtido para o 

fruto. Estes resultados demonstram a importância dos produtores fazerem a 

monitorização e correção do pH, através da adição de suplementos de glucose e sacarose, 

substâncias reguladoras de acidez ou da inoculação com BAL e leveduras. 

 

 
Palavras-chaves: Azeitonas de mesa; salmoura; cura natural; microrganismos; 

parâmetros físico-químicos. 
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Abstract 

Table olives are among the most popular fermented food products worldwide, especially 

in the Mediterranean region. Natural fermentation stands out among the production 

processes to make table olives edible, conducted only by autochthonous microorganisms 

present in the olive skin. In the region of Trás-os-Montes, Negrinha de Freixo table olives 

are produced by natural fermentation in brine. Despite being considered fruits of 

excellence, few studies exist concerning the evolution and behaviour of the microflora 

present in the fermentation process of natural curing. In this sense, the present work aimed 

to evaluate the evolution of the microbial population during the process of natural 

fermentation in brine (0, 3, 6, 9 and 12% of NaCl, m/v) and in the fruits of the Negrinha 

de Freixo variety, as well as how to proceed with the morphological and molecular 

identification through amplification of the nuclear DNA region of the species found. 

Physicochemical parameters were also evaluated in the brine and the olives, namely 

texture, pH and titratable acidity. At the end of the fermentation, the presence of 

pathogens, namely Salmonella, Listeria, Enterobacteriaceae and Clostridium reducing 

sulphite, namely Clostridium perfringens, was evaluated. It was found that the most 

abundant species in the brines and fruit pulp were Saccharomyces cerevisiae, Pichia 

membranifaciens, Candida boidinii, Aerobasidium pullulans and Candida assseri. For 

the highest salt concentrations (9% and 12%), the species A. pullulans, Candida atlantica 

and Candida aaseri were more favoured over the species Meyerozyma guilliermondii and 

Sporobolomyces roseus. Regarding lactic acid bacteria (LAB), three species were 

identified: Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides and Leuconostoc 

pseudomesenteroides. Among the pathogens analyzed, they were not detected at the end 

of fermentation. Regarding the physicochemical parameters, significant differences were 

observed between the stages of maturation, with green olives showing the highest median 

values for hardness and chewiness, and the lowest for adhesiveness, springiness and 

cohesiveness. An increase in pH in the brine was observed throughout the fermentation. 

The pH in the pulp was little influenced by the concentration of salt and the state of 

maturation of the fruits. An increase in titratable acidity was observed in brines with 6%, 

9% and 12% of NaCl from 30 to 90 days, being more pronounced in green olives, with 

the titratable acidity decreasing later until 210 days. Similar behaviour was obtained for 

the fruit. These results demonstrate the importance of producers monitoring and 
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correcting the pH by adding glucose and sucrose supplements, acidity-regulating 

substances or inoculation with LAB and yeasts. 

 

 
Keywords: Table olives; brine; natural curing; microorganisms; physicochemical 

parameters. 
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1. Enquadramento e Objetivos 

A oliveira (Olea europaea L.) é uma das culturas com maior importância económica nos 

países Mediterrânicos, incluindo Portugal. O Nordeste Transmontano é 

reconhecidamente uma das mais importantes regiões produtoras no País. A azeitona de 

mesa proveniente da variedade Negrinha de Freixo, revela características únicas e a 

fermentação à qual é submetida, é considerada um dos métodos mais antigos de 

conservação de azeitonas. 

Ao nível da produção podem ser aplicados diversos tratamentos. A cura natural é um 

deles, na qual não é aplicado qualquer tratamento de retirada do amargor, como por 

exemplo através da adição de hidróxido de sódio. Na maioria das situações, as 

fermentações decorrem de forma natural sem qualquer pré-tratamento, mantendo-se um 

processo empírico e variável. Alguns produtores referem problemas durante o processo 

fermentativo, desconhecendo as causas. 

Assim sendo, no presente trabalho pretende-se fazer um acompanhamento ao nível físico- 

químico e microbiológico da fermentação de azeitonas de cura natural da variedade 

Negrinha de Freixo. 

De forma a se obter mais conhecimento deste processo, na presente dissertação pretendeu- 

se: 

1. Acompanhar a fermentação de azeitonas Negrinha de Freixo de cura natural, em 

diferentes estados de maturação, designadamente verdes, mistas e pretas ao longo 

do tempo. 

2. Avaliar as propriedades físico-químicas e microbiológicas nos frutos e na 

salmoura; 

3. Avaliar a presença de agentes patogénicos, designadamente Salmonella, Listeria, 

Enterobacteriaceae e Clostridium sulfito redutores, designadamente o Clostridium 

perfringens, no final da fermentação. 
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2. Introdução 

2.1 Azeitona de mesa 
 

A azeitona é o fruto da oliveira (Olea europaea L.), espécie pertencente à família das 

oleáceas, cultivada para a produção de azeite e azeitona de mesa. A azeitona é considerada 

um produto importante, com grande tradição nos países mediterrânicos e tornou-se num 

dos alicerces da dieta mediterrânica pelos seus ingredientes nutricionais, químicos e 

outros (Rocha et al., 2020). De acordo com a Norma Portuguesa 3034 (2012), entende-se 

por "Azeitona de Mesa", o produto preparado a partir de frutos sãos de variedades 

cultivadas da oliveira (Olea europaea L.) que são escolhidas tendo em conta vários 

aspetos para a produção de azeitona: o volume, a forma, a relação polpa/caroço, 

características da polpa, a firmeza e facilidade de desprendimento do caroço, que as 

tornam adequadas para processamento de azeitonas de mesa (IPQ, 2012). 

In natura, este fruto é considerado impróprio para consumo, por apresentar um 

componente responsável pelo seu sabor amargo, a oleuropeína, que é um glicosídeo 

presente naturalmente nas azeitonas (Arroyo-López et al., 2008). Tais características 

impedem que as azeitonas sejam consumidas diretamente da árvore e implica a realização 

de uma série de processos para torná-las um produto edível, muito apreciado. Estes 

processos diferem consideravelmente de região para região e têm vindo a sofrer alterações 

ao longo de gerações (Arroyo-López et al., 2008). As preparações baseiam-se 

essencialmente na forma como ocorre a eliminação do sabor amargo, e a forma de 

conservação. Entre as mais conhecidas temos a preparação de azeitonas de mesa por 

fermentação natural, e por preparação de estilo Sevilhano e estilo Californiano. As 

azeitonas podem ser preservadas por fermentação natural ou por tratamento térmico, com 

ou sem adição de conservantes, podendo ser embaladas com ou sem líquido. Podem ser 

encontradas no mercado atual azeitonas com diferentes graus de maturação, forma e cor. 

Segundo o Conselho Oleícola Internacional (COI, 2004) e o Codex Alimentarus (2013), 

existem três tipos de azeitonas de mesa, consoante o grau de maturação dos frutos. São 

assim consideradas: 

Azeitonas verdes - frutos colhidos durante o período de amadurecimento (no 

início do Outono), apresentando a cor verde a amarelo-palha e que tenham atingido o 

tamanho normal. 
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Azeitonas mistas - frutos colhidos antes de atingirem a completa maturação (no 

Inverno), apresentando uma cor, entre os tons rosado a acastanhado. 

Azeitonas pretas - frutos colhidos ao atingirem a maturação completa ou 

ligeiramente antes. A coloração do fruto pode variar entre o negro-avermelhado, a 

castanho-escuro, passando por tons violáceos. 

Nos últimos tempos tem-se observado um ligeiro crescimento na produção de azeitona, 

com um total estimado de 23,6 milhões de toneladas (Figura 1) para a colheita de 

2019/2020 (FAOSTAT, 2021). O ano de 2018 foi aquele onde se registou o maior valor, por 

volta dos 24,6 milhões de toneladas. Pelo contrário, o ano de 2014 foi aquele que 

apresentou a menor produção, com apenas 16,3 milhões de toneladas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Produção mundial de azeitona. Fonte: (FAOSTAT, 2021). 

 

 

Relativamente à produção mundial de azeitona de mesa, verificou-se que o ano de 2017 

apresentou a maior produção, com cerca de 2069 mil toneladas, enquanto que o ano 2011, 

apresentou menor produção, com 1666 mil toneladas, como se pode observar na Figura 2 

(COI, 2021). 
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Figura 2. Produção mundial de azeitona de mesa (mil toneladas) Fonte: (COI, 

2021). 
 

 

 

Em Portugal, segundo os dados do Instituto Nacional de Estatística (INE, 2022), no que 

diz respeito ao ano de 2020 (Figura 3), a região com maior produção de azeitona de mesa 

foi o Alentejo, com cerca de 53% da produção nacional, seguida da região Norte com 

22%, Centro com 17%, Área Metropolitana de Lisboa com 6%, e Algarve com 2% (INE, 

2022). 

Figura 3. Produção de azeitona de mesa em Portugal (Fonte: INE, 2022). 
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2.2. Variedades com aptidão para azeitona de mesa 

Entre as diversas variedades de oliveira nem todas produzem frutos com aptidão para o 

processamento de azeitonas de mesa. Umas são mais apropriadas para a produção de 

azeite, outras para a produção de azeitona de mesa e outras manifestam dupla aptidão 

(Leitão et al., 1986). 

As variedades com aptidão para a produção de azeite, produzem frutos geralmente com 

maior teor em gordura, devido às suas características morfológicas e da polpa, e não são 

apropriadas para a produção de azeitona de mesa. São exemplo, a Madural e a Verdeal 

Transmontana. Por outro lado, as variedades com aptidão para azeitona de mesa, 

geralmente contêm um teor de gordura inferior, frutos regulares, boa relação 

polpa/caroço, polpa mais firme e fácil desprendimento do caroço. Devem ainda 

apresentar características desejáveis, tais como, sem depressões, podridão e picadas de 

insetos. Destacam-se as variedades Azeitoneira, Negrinha de Freixo, Maçanilha Algarvia 

e a Gordal (Antunes, 2019). 

Das diversas variedades identificadas ao nível mundial, algumas por apresentarem 

determinadas características químicas e organoléticas, são muito apreciadas para certos 

tipos de preparação, não sendo recomendadas para outros (Ferreira, 2015). Em Portugal 

as variedades que mais são processadas são a Carrasquenha, Cobrançosa, Cordovil de 

Castelo Branco, Cordovil de Serpa, Galega Vulgar, Maçanilha Algarvia, Redondil e 

Negrinha (também conhecida como Negrinha do Freixo) (Leitão et al., 1986; Pires-Cabral 

et al., 2018). 

Em Trás-os-Montes, a produção de azeitona de mesa tem uma grande tradição e incide 

essencialmente na variedade Negrinha de Freixo, embora outras variedades tenham vindo 

a ganhar expressão. O baixo rendimento em gordura (12 a 15%) e com elevada 

percentagem em polpa (83%), textura e consistência firme, tornam estes frutos com mais 

aptidão para a produção de azeitona de mesa do que propriamente para produção de azeite 

(Nogueira, 2012). 

Como no presente trabalho se pretende abordar unicamente a azeitona de mesa, na Tabela 

1 encontram-se descritas as principais características das variedades de azeitonas com 

dupla aptidão e com aptidão só para azeitona de mesa. De entre as 19 indicadas, seis delas 

são geralmente usadas apenas para a produção de azeitona de mesa, por apresentar pouco 
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rendimento em azeite, sendo as treze restantes utilizadas para a produção de azeite e 

também para a produção de azeitona de mesa. 

Tabela 1. Principais variedades cultivadas em Portugal, características e aptidão (Leitão 

et al., 1986). 
 

Variedades Características Aptidão 

Azeitoneira ou 

azeiteira 

Apropriada para conserva, tanto em verde como preta, 

caseira e industrial. Apresenta fraco rendimento em 

azeite. 

Azeitona de Mesa 

Bical de Castelo 

Branco 

Fruto próprio para conserva. Bom rendimento em 

azeite. 

Dupla Aptidão 

Branquita ou 

Blanqueta 

Fruto próprio para conserva em verde ou preto, caseira 

e industrial. Bom rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 

Carrasquenha Fruto próprio para conservar em verde, caseira e 

industrial. Bom rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 

Cobrançosa Está sendo cada vez mais utilizada em conserva. Bom 

rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 

Conserva de Elvas Qualidades sápidas, azeitona de mesa (verde). Bom 

rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 

Cordovil de Castelo 

Branco 

Fruto próprio para conserva. Bom rendimento em 

azeite 

Dupla Aptidão 

Cordovil de Serpa Fruto próprio para conserva em verde, caseira ou 

industrial. Bom rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 

Galega Grada de 

Serpa 

Fruto próprio para conserva em preta, tipo artesanal. 

Fraco a médio rendimento em azeite. 

Azeitona de Mesa 

Galega Vulgar ou 

Galega 

Apropriada para conserva em preta, tipo caseira e 

industrial. Apresenta fraco ou médio rendimento em 

azeite. 

Azeitona de Mesa 

Gordal Própria para conserva em verde. Fraco rendimento em 

azeite. 

Azeitona de Mesa 

Hojiblanca Utilizada para conserva em verde e principalmente em 

preta. Apresenta fraco rendimento em azeite. 

Azeitona de Mesa 

Maçanilha Algarvia Fruto próprio para conserva em verde, e em meia 

maturação. Bom rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 

Maçanilha 

Carrasquenha de 

Almendralejo 

Fruto próprio para conserva. Bom rendimento em 

azeite. 

Dupla Aptidão 

Maçanilha ou 

Maçanilha fina 

Fruto próprio para conserva em verde, excelente 

qualidade. Médio rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 

Negrinha Conserva verde ou preta, tipo industrial ou caseira. 

Fraco rendimento em azeite 

Azeitona de Mesa 

Redondal Própria para conserva. 

Apresenta bom rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 

Redondil Excelente para conserva em verde. Bom rendimento 

em azeite. 

Dupla Aptidão 

Verdeal Alentejana 

ou Verdeal de Serpa 

Utilizada para conserva em verde, artesanal, britada. 

Bom rendimento em azeite. 

Dupla Aptidão 
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2.2.1. Azeitona DOP – Azeitona de conserva Negrinha de Freixo 

Até ao momento, em Portugal estão reconhecidos dois produtos com a Denominação de 

Origem Protegida para o processamento de azeitona de mesa, nomeadamente a “Azeitona 

de conserva Negrinha de Freixo”, com o número de registo PDO-PT-0231, e a “Azeitona 

de Conserva de Elvas e Campo Maior” (PDO-PT-9216). De referir que se encontra em 

análise o pedido de certificação IGP para a Azeitona Galega da Beira Baixa (PGI-PT- 

02508) (eAmbrosia, 2022). 

A “Negrinha de Freixo” é o fruto da oliveira da variedade Negrinha, sendo mais 

vocacionada para a conserva do que propriamente para a produção de azeite (Ministério 

da Agricultura, s/d), tal como anteriormente indicado. As azeitonas utilizadas na produção 

da azeitona de conserva Negrinha de Freixo, podem encontrar-se em diferentes 

colorações, sendo negras tratadas ou azeitonas maduras, em salmoura, sofrendo diferentes 

tipos de preparação (Antunes, 2019). A sua área geográfica de produção está restrita aos 

concelhos de Vila Nova de Foz Côa, Freixo de Espada à Cinta, Torre de Moncorvo, 

Alfândega da Fé, Vila Flor, Mirandela e Macedo de Cavaleiros (Ministério da 

Agricultura, s/d) (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Área geográfica da DOP Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo 

(adaptado do caderno de especificações) (Fonte: DGADR, 2022) 

É uma azeitona que, devido às boas condições climáticas, é produzida sem recurso ao uso 

de pesticidas. De acordo com a Norma Portuguesa 3034 (2012), a colheita dos frutos, 

deverá ser feita manualmente, seguindo-se a sua calibração. As azeitonas são classificadas 
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nas classes de 201 a 400 frutos/kg, de acordo com os critérios e tolerâncias (Ministério 

da Agricultura, s/d; Norma Portuguesa 3034, 2012). 

Segundo o Caderno de Especificações (Ministério da Agricultura, s/d) e tendo em conta 

as normas de produção de azeitona de Conserva Negrinha de Freixo, na confeção deste 

tipo de azeitona de mesa deverão ser utilizados frutos inteiros, sãos, em estado de 

maturação adequado, com forma arredondada, lisa, terminando em ligeiro bico e 

consistência firme, livre de defeitos e de matérias estranhas. A cor do fruto deverá variar 

de verde-amarelada a negro violáceo, dependendo do tipo de maturação. 

Consoante o tipo de tratamento que poderá ser aplicado à Azeitona de Conserva Negrinha 

de Freixo poderão ser obtidos três tipos, nomeadamente: 

Azeitonas do tipo verde, preparadas em salmoura, sendo os frutos colhidos de 

cor verde a verde-amarelada e tratados com solução diluída de hidróxido de sódio de 1,5 

a 2,5%; após lavagem com água são colocados em salmoura de aproximadamente 10% 

de sal, processo onde decorre a fermentação láctica; 

Azeitonas maduras em salmoura, produzidas a partir de frutos colhidos em 

plena maturação ou pouco antes, apresentando uma cor violácea uniforme, sendo 

realizada uma conservação por imersão em salmoura, com uma concentração de sal entre 

8 a 10% onde ocorre a fermentação, durante 6 a 9 meses, até perderem o sabor amargo. 

O enegrecimento ocorre por simples exposição ao ar durante a escolha e classificação dos 

frutos; 

Azeitonas negras tratadas, obtidas a partir de frutos não totalmente maduros, 

colhidos na mudança da cor verde para negro violáceo e enegrecidos por oxidação. O 

amargo é eliminado por um ou mais tratamentos com hidróxido de sódio.(Ministério da 

Agricultura, s/d). 

Contudo, deve ser referido que do nosso conhecimento, não é comum os produtores da 

região de Trás-os-Montes efetuarem tratamentos com hidróxido de sódio ou efetuarem 

oxidação dos frutos. 

Após decorrido o processo de fermentação, as azeitonas devem ser colocadas numa nova 

salmoura preparada com quantidades de sal específicas, para uma melhor conservação. O 

acondicionamento deverá ser em material apropriado como o vidro, lata ou qualquer 

material inócuo, não reativo que preserve a qualidade nutricional do alimento e evite o 



Acompanhamento ao nível físico-químico e microbiológico da fermentação de 
azeitona Negrinha de Freixo de cura natural 

11 

 

 

crescimento de microrganismos indesejados. De acordo com o caderno de especificações, 

o peso máximo das embalagens não deverá ultrapassar os 15 kg de peso escorrido. A 

apresentação da embalagem e respetiva rotulagem deverá seguir os termos da legislação 

em vigor. 

Na Tabela 2 encontram-se descritas as principais características morfológicas da 

“Azeitona Negrinha de Freixo” (Ministério da Agricultura, s/d). 

Tabela 2. Principais características morfológicas da “Azeitona Negrinha de Freixo” 

(Ministério da Agricultura, s/d). 
 

Características Morfológicas da Azeitona Negrinha de Freixo 

Calibre: 201 a 400 frutos/kg 

Peso: 3 a 5 gramas 

A azeitona madura é de cor preta intensa. 

Volume: 3 a 5 cm3 

Rendimento em gordura: 12 a 15% 

Percentagem de polpa: aprox. 83% 

Forma esférica terminando num ligeiro bico. 

Cor verde-amarelada a negro violáceo 

 

 
Além das características morfológicas, a perceção dos consumidores sobre a qualidade da 

azeitona no seu consumo, está a melhorar e hoje em dia pode ser observada uma procura 

crescente de produtos mais saudáveis em todo mundo. Na Tabela 3 encontram-se descritos 

os valores relativos à composição nutricional da azeitona Negrinha de Freixo, 

determinados em estudos realizados a essa variedade. 
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Tabela 3. Composição Nutricional da Azeitona Negrinha de Freixo. 
 

 

Composição da Azeitona Negrinha de Freixo 

Humidade 

(%, p.f.) 

Cinzas 

(%, p.s.) 

Gordura 

(%, p.s.) 

Proteínas 

(%, p.s.) 

Hidratos de 

Carbono 

(%, p.s.) 

Valor 

Energético 

(kcal/100 g 

p.s.) 

Referência 

73,4 ± 0,2 24,2 ± 2,5 38,3 ± 5,0 16,5 ± 0,1 20,7 ± 3,9 496 ± 31 Nogueira (2012) 

76,7 ± 0,4 2,0 ± 0,2 60,5 ± 2,0 22,7 ± 0,6 14,6 ± 3,1 695 ± 17 
 

70,1 ± 0,2 23,7 ± 0,3 47,2 ± 4,1 12,7 ± 0,1 16,4 ± 4,1 542 ± 21 
 

75,7 ± 3,7 7,0 ± 1,5 53,5 ± 12,2 3,7 ± 0,0 35,8 ± 16,6 638 ± 175 Malheiro et al. (2012) 

62,7 ± 1,2 - 52,1 ± 0,5 - - - Sousa (2015) 

74,5 ± 2,8 12,2 ± 0,2 69,1 ± 11,1 - - - Antunes (2019) 

 

 
Quanto à composição da Negrinha de Freixo, observou-se que o teor da humidade variou 

entre 62,7 e 76,7%, as cinzas entre 2,0 e 24,2%, a gordura entre 38,3 e 69,1%, proteína 

de 3,7 a 22,7%, hidratos de carbono de 14,6 a 35,8% e valores energéticos de 496 e 695 

kcal/100 g p.s.. As maiores gamas de valores foram observadas ao nível das cinzas e da 

gordura, uma vez que em alguns trabalhos foram analisadas azeitonas obtidas de 

produtores em que os frutos já se encontravam em salmoura, da qual se desconhece o teor 

em sal, mas que justifica os maiores valores de cinzas determinados nos frutos. A presença 

de sal, traduzida numa percentagem de cinzas maiores, faz com que os restantes 

componentes diminuam quando expressos em matéria seca. 

 

 
2.2 Tipos de tratamento de azeitona 

 

As azeitonas colhidas diretamente da árvore apresentam textura mais consistente e um 

gosto particularmente amargo, não sendo possível o seu consumo. Os frutos no estado 

natural estão repletos de oleuropeína, um composto fenólico que lhe confere o sabor 

amargo (Fadda et al., 2014). As azeitonas só se tornam verdadeiramente edíveis após a 

cura, devendo para tal ser sujeitas a diferentes processos de preparação. O recurso ao sal 

e soda cáustica são alguns dos tratamentos aplicados, com o principal objetivo de 

atingirem um nível aceitável de amargor, para melhorar as caraterísticas sensoriais e para 
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garantir a segurança do consumo (Gómez et al., 2006). À medida que as azeitonas estão 

imersas na salmoura, a oleuropeína difunde-se e dissolve-se na água, ocorrendo a remoção 

parcial do amargor. A azeitona torna-se assim, um produto alimentar altamente valorizado 

e muito apreciado pelos consumidores. O processo de cura envolve também uma 

fermentação, onde fontes de hidratos de carbono (ex. açúcares naturais) presentes nas 

azeitonas se transformam em ácido láctico, enquanto os compostos fenólicos e outras 

substâncias são libertados para o meio (Di Cagno et al., 2013). 

Entre os vários processos de preparação, os que apresentam maior relevância ao nível 

mundial são: Sevilhano ou Espanhol (azeitona verde em salmoura), Californiano 

(azeitona preta oxidada) e o Grego ou fermentação natural (azeitona natural) (Campus et 

al., 2018). Nos processos Sevilhano e Californiano, o amargor do fruto proveniente dos 

compostos fenólicos é removido por tratamento com solução de hidróxido de sódio 

(NaOH). De acordo com a região, verifica-se que diferentes métodos de produção de 

azeitona de mesa podem ser aplicados. São considerados fatores essenciais a variedade 

da oliveira, condições climatéricas e todo o conhecimento empírico adquirido ao longo 

de várias gerações. Na região de Trás-os-Montes, a produção da azeitona de mesa tem 

uma grande tradição, sendo este alimento considerado parte integrante da gastronomia 

local. A fermentação natural (cura natural) é o processo mais comum e mais aplicado às 

azeitonas de mesa (Borges, 2013). 

 

 
2.2.1. Caso particular da cura natural 

 

A cura natural de azeitonas de mesa, é um processo tradicional que tem sido aperfeiçoado 

ao longo de várias gerações. Consiste na remoção lenta e incompleta de compostos 

fenólicos sem que ocorram alterações físico-químicas muito significativas nas azeitonas 

(Gandul-Rojas & Gallardo-Guerrero, 2020). 

Os frutos devem ser colhidos manualmente ou por ripagem, isentos de feridas ou pragas, 

em particular a mosca da azeitona, em que as larvas se encontram no interior do fruto. 

Seguidamente, as azeitonas são lavadas em água corrente e colocadas diretamente em 

salmoura com uma concentração de sal que pode variar entre 6 e 10%. De acordo com as 

condições climatéricas da região de produção, a concentração de sal adicionada à 

salmoura poderá ser inferior (Bleve et al., 2014). 
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O processo fermentativo ocorre espontaneamente e de forma muito lenta durante vários 

meses. Nesse período a água da salmoura é trocada regularmente e a oleuropeína é 

solubilizada promovendo a redução parcial do amargor das azeitonas (Randazzo et al., 

2004). As azeitonas de mesa representam um habitat complexo onde bactérias Gram- 

negativas, bactérias lácticas e leveduras co-interagem e se desenvolvem ao longo de todo 

o processo. Como resultado, as azeitonas adquirem as qualidades organoléticas 

proporcionadas pelo ambiente local que inclui a presença da microbiota que cresce 

durante a fermentação (Gómez et al., 2006). Além disso, as condições que prevalecem 

neste habitat determinam a atividade metabólica, o crescimento e a sobrevivência da 

população microbiana (Hurtado et al., 2008). Estudos microbiológicos revelaram que as 

principais espécies de leveduras presentes neste nicho ecológico pertencem aos géneros 

Saccharomyces, Pichia, Debaryomyces e Candida (Arroyo-López et al., 2008; Pereira et 

al., 2015). As leveduras podem desempenhar um papel duplo durante a fermentação da 

azeitona, estando associadas à produção de compostos voláteis (por exemplo, álcoois, 

acetato de etilo, acetaldeído) e metabolitos que melhoram o sabor, o aroma e as 

características de conservação do produto fermentado. Além disso, podem melhorar o 

crescimento de bactérias lácticas através da libertação de compostos nutritivos (Alves et 

al., 2012; Arroyo-López et al., 2008). Por outro lado, as leveduras podem provocar a 

formação de bolsas de gás, amolecimento dos tecidos da azeitona, turvação das salmouras 

e produção de sabores e odores desagradáveis (Arroyo-López et al., 2008). 

Em relação às bactérias lácticas, estas são responsáveis pela remoção do amargor das 

azeitonas, promovem a diminuição do pH e inibem o crescimento de microrganismos 

patogénicos. Adicionalmente, conferem o correto perfil de sabor e textura ao produto 

final. As espécies que predominam ao longo do processo fermentativo são Lactobacillus 

pentosus e Lactobacillus paraplantarum (Corsetti et al., 2012). 

O conhecimento sobre a composição, a dinâmica e as potenciais interações que ocorrem 

na comunidade microbiana durante o processo de fermentação natural é crucial para 

garantir a produção de alimentos seguros e de alta qualidade. De facto, a diversidade da 

microbiota depende marcadamente dos parâmetros intrínsecos e extrínsecos da matriz 

vegetal. Apesar do valor confiável da fermentação espontânea para estabilizar e conservar 

vegetais e frutas crus, vários fatores são a favor do uso de culturas starters selecionadas 

(Paba et al., 2020). 
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Até ao momento, a produção de azeitona de mesa Negrinha de Freixo DOP tem sido 

conduzida de forma empírica, sem conhecimento da microbiota e das propriedades 

químicas que ocorrem ao longo do processo de fermentação. Na Tabela 4 encontram-se 

descritos trabalhos realizados a nível nacional e internacional de azeitona sujeita a cura 

natural, sendo indicadas as variedades, as condições de fermentação aplicadas, os 

parâmetros avaliados e os microrganismos identificados, quando aplicável. Verificou-se 

que diversas variedades têm sido sujeitas à cura natural, como Carolea, Cobrançosa, 

Conservolea, Galega, Leucocarpa, Maçanilha, Negrinha de Freixo, Nyons e Sevilhana, 

com diferentes graus de maturação, tendo as fermentações sido estudadas entre 1 a 18 

meses. As fermentações têm decorrido em salmoura, com uma concentração de sal entre 

4 a 12% NaCl, sendo 8% a mais comum. Diversos microrganismos foram já identificados, 

destacando-se o Aureobasidium pullulans, Candida aaseri, C. boidinii, C. famata, C. 

fermentati, C. intermedia, C. krusei, C. membranaefaciens, C. tropicalis, Cryptococcus 

albidus, C. carnescens, Debaryomyces hansenii, Galactomyces reessii, Lactobacillus 

pentosus, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Metschnikowia pulcherrima, 

Pediococcus pentosaceus, Pichia guilliermondii, P. kluyveri, P. manshurica, P. 

membranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, 

Sporobolomyces odoratus e Torulaspora delbruecki. 

Durante a fermentação há alterações ao nível da comunidade microbiana, podendo ser 

detetadas diferentes fases. Penland et al. (2020) ao estudar a fermentação da variedade 

Francesa Nyons durante 1,5 anos verificou que nos primeiros 7 dias, observaram uma 

diminuição na contagem de fungos filamentosos e bactérias. Entre os 21 e os 120 dias, o 

W. anomalus e C. nyonsensis para os fungos e a Celerinatantimonas diazotrophica 

(bactéria) dominaram a fermentação e estavam relacionados com a diminuição do pH e 

produção de ácido cítrico. Entre os 120 e 183 dias, aumentaram os ácidos e ésteres, bem 

como a abundância do Z. mrakii, P. membranifaciens e C. boidinii. Nos últimos meses da 

fermentação, a P. membranifaciens e a C. boidinii passaram a ser as dominantes. Ambas 

as espécies mostraram estar fortemente correlacionadas com o aumento de ésteres frutados 

e álcoois. 

Lanza et al. (2020), após 8 meses de fermentação, também só detetaram leveduras, tendo 

o género Candida sido o predominante, seguido do Cryptococcus. 
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Tabela 4. Descrição de trabalhos realizados a nível nacional e internacional de azeitona sujeita a cura natural 
 

País Variedade Grau de 

maturação 

da azeitona 

(verde, mista 
e preta) 

Condições de 

fermentação 

(Temperatura, 

tempo, % de sal) 

Parâmetros avaliados 

(F/Q e Microbiológicos) 

Microrganismos identificados Referência 

França Nyons Preta - Temperatura 

ambiente (< 18 ºC) 

- 1,5 anos 

- 10% NaCl 

- pH 

- Compostos fenólicos 

- Ácidos orgânicos 

- Compostos voláteis 

- Fungos totais 

- Fungos halotolerantes 

- Contagem total a 30 ºC 

- População total 

halotolerante 
- Enterobactérias 

- Bactérias ácido lácticas 

- Bactérias ácido lácticas 

halotolerantes 

- Escherichia coli 

- Listeria monocytogenes 

- Salmonella spp. 

- Identificação de 

microrganismos 

- Citeromyces nyonsensis 

Wickerhamomyces anomalus 

- Zygotorulaspora mrakii 

- Candida boidinii 

- Pichia membranifaciens 

- Celerinatantimonas genus 

Penland et al. (2020) 

Grécia 

Central 

Conservolea Preta -Temperatura de 

20ºC 

- 6% NaCl 

- 35 dias 

NA Aureobasidium pullulans 

Candida aaseri 

Candida boidinii 

Debaryomyces hansenii 

Metschnikowia pulcherrima 

Pichia anomala 

Pichia guilliermondii 

Pichia kluyveri 

Pichia membranifaciens 

Rhodotorula mucilaginosa 
Saccharomyces cerevisiae 

Nisiotou et al. (2010) 
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Cont. Tabela 4 

Itália 

 

 
Carolea e 

Leucocarpa 

 

 
Preto-púrpura 

Branco- 

marfim 

 

 
-Temperatura 

ambiente 
- 8% de NaCl 

- 8 meses 

 

 
- Cor 

- Avaliação sensorial 

- Composição mineral 

- Monitoramento 

Microbiológico 

 

 
Candida krusei 

C. famata 

C. boidinii 

C. intermedia 
Cryptococcus albidus 

 

 
Lanza et al. (2020) 

 Perú Sevilhana Mistas - Temperatura entre 

os 9 e os 24ºC 

- 3 meses 

- 4-6-12% de NaCl 

- Acidez 

- pH 

- Açúcares redutores 

Lactobacillus pentosus 

Enterobacteriaceae 

Leuconostoc spp. 

Pediococcus sp. 

Saccharomyces cereviseae 

Candida lipolytyca 

Candida culliculosa 

Candida boidinii 

Cryptococcus humicola 

Cryptococcus laurenti 

Geotrichum klebani 

Koc et al. (2013) 

 Portugal Negrinha 

de Freixo 

Verde - Temperatura 

ambiente 

- 5 meses 

- 4,5-6% NaCl 

- Acidez 

- pH 

- Leveduras 

Candida boidinii 

Candida tropicalis 

Debaryomyces hansenii 

Galactomyces reessii 

Pichia manshurica 
P. membranifaciens 
Saccharomyces cerevisiae 

Pereira et al. (2015) 

 Portugal Cobrançosa Verdes e 

Pretas 

-Temperatura 

ambiente (18,8ºC) 

- 7 meses 

- 4-8% NaCl 

- Acidez 

- pH 

- Cor 

- Textura 

- Atividade da água 

- Açúcares redutores 

- Cloreto de sódio 
- Salinidade 

- Compostos fenólicos 

NI Prata (2015) 
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Cont. Tabela 4 

Portugal 

 
 
Maçanilha 

(Britada) 

 
 

Verde 

 
 

-Temperatura 

ambiente (18ºC e 

25ºC) 
- 1 mês 

- 8% de NaCl 

 
 

- Cor 
- Acidez 

- pH 

- Açúcares redutores 

- Compostos fenólicos 

 
 

Cryptococcus sp. 

Cryptococcus carnescens 

Candida fermentati 

Candida membranaefaciens 

Aureobasidium pullulans 

Sporobolomyces odoratus 

Pichia kluyveri 
Pichia guilliermondii 

 
 

Rodrigues (2011) 

 Portugal Galega Preta -Temperatura 
ambiente 

- 8% NaCl 

- 7 e 8 meses 

- Análise química 
- Fenóis 

- Compostos voláteis 

- Avaliação sensorial 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus pentosus 

Leuconostoc mesenteroides 

Torulaspora delbruecki 

Candida boidinii 

Pichia membranaefaciens 

Pediococcus pentosaceus 

Oliveira et al. (2004) 

NI – Não identificado. 
NA – Não analisados. 
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No início da fermentação da Conservolea (Nisiotou et al., 2010), leveduras como 

Metschnikowia pulcherrima foram as dominantes, seguida pela Debaryomyces hansenii 

e a Aureobasidium pullulans. À medida que a fermentação foi decorrendo, passaram a 

predominar espécies do género Pichia (Nisiotou et al., 2010). 

Pereira et al. (2015) ao estudarem a fermentação natural de Negrinha de Freixo, 

verificaram uma maior diversidade nas espécies isoladas entre os 44 e 54 dias de 

fermentação, tanto na salmoura como na polpa. Contudo, no final do processo, após 149 

dias, a diversidade diminuiu. As espécies S. cerevisiae e C. tropicalis foram as 

predominantes tanto na polpa como na salmoura. 

Alguns autores referem que a diminuição do sal, favorece o desenvolvimento de bactérias 

lácticas (Koc et al., 2013). Além disso, há fatores como a adição de glucose ou ácido 

láctico (Nisiotou et al., 2010) que podem alterar a sucessão e dominância das leveduras 

ao longo da fermentação. Adicionalmente, o arejamento pode favorecer o 

desenvolvimento de Enterobacteriaceae (aspeto negativo), como de leveduras aeróbias, 

como por exemplo, Geotrichum klebani, Candida culliculosa, Candida boidinii, Candida 

lipolytyca e Cryptococcus humicola (Koc et al., 2013). 

Em termos gerais, pôde-se observar que o processo fermentativo associado a azeitonas de 

cura natural é bastante dinâmico e complexo. De facto, o processo fermentativo depende 

de fatores ambientais e da própria variedade utilizada na produção da azeitona de mesa, 

com a sua microbiota autóctone. Dessa forma é de extrema importância realizar estudos 

que permitam compreender os processos fermentativos da azeitona de mesa de modo a se 

obter um produto de qualidade e seguro. 
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3. Parte Experimental 
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3. Parte Experimental 

3.1. Recolha da matéria-prima e realização das fermentações 
 

As azeitonas da variedade Negrinha de Freixo utilizadas no presente estudo foram 

amavelmente fornecidas por um produtor da localidade de Mogadouro, da região de Trás- 

os-Montes, em novembro de 2021. Os frutos foram colhidos manualmente e 

transportados para o laboratório de Agro-Indústrias da Escola Superior Agrária do 

Instituto Politécnico de Bragança. Seguidamente, procedeu-se à lavagem em água 

corrente e seleção das azeitonas por calibre e índices de maturação, designadamente em 

verdes, mistas e pretas. Foram selecionados os frutos isentos de feridas ou pragas, e as 

fermentações foram preparadas à escala laboratorial. 

Na preparação da salmoura utilizou-se água e sal a diferentes concentrações: 0%, 3%, 

6%, 9% e 12% de NaCl (m/v), sendo realizados ensaios em triplicado. Pesaram-se 300 g 

de azeitona e colocaram-se diretamente em frascos de vidro, aos quais foram adicionados 

300 mL de salmoura (Figura 5). O processo fermentativo ocorreu espontaneamente entre 

novembro de 2021 e maio de 2022, à temperatura média de 18 °C e em condições 

parcialmente anaeróbias. 

Figura 5. Pesagem das azeitonas para iniciar o processo de cura natural. 
 

O acompanhamento do processo fermentativo foi realizado através da recolha de amostras 

de salmoura e de azeitona, de forma asséptica, em diferentes tempos de fermentação, 

designadamente aos 30, 90 e 210 dias, após a adição da salmoura. A avaliação dos 

diferentes parâmetros iniciou-se a partir dos 30 dias de fermentação, tempo considerado 

de equilíbrio entre a salmoura e as azeitonas, e o tempo necessário para o arranque do 

processo fermentativo. 

Nas amostras recolhidas foram determinados parâmetros físico-químicos (textura, pH e 

acidez titulável) e microbiológicos (contagem total de bolores, leveduras, mesófilos totais 
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e bactérias lácticas). Adicionalmente foi realizada a caracterização morfológica e 

identificação molecular de leveduras e bactérias lácticas. No final da fermentação foi 

ainda avaliada a presença de Enterobacteriaceae, Clostridium perfringens, Listeria spp. e 

Salmonella spp. 

 

 
3.2. Avaliação de parâmetros físico-químicos 

 

3.2.1. Determinação da textura 
 

A textura foi avaliada em azeitonas frescas através de um teste de compressão, utilizando 

um texturómetro (TA. XT Plus Texture Analyser), equipado com uma célula de carga de 

30 kg. Cada azeitona foi recolhida diretamente do frasco, colocada na horizontal e 

centrada debaixo da sonda antes da medição. A compressão das azeitonas foi realizada 

por meio de uma sonda cilíndrica plana (P/36R, diâmetro 36 mm), a uma velocidade de 

5 mm/s e uma extensão de penetração de 7 mm. 

Ao longo do processo fermentativo realizaram-se recolhas de amostras, e para cada 

intervalo de tempo definido, recolheram-se 10 frutos de cada frasco e realizaram-se 10 

leituras. Todas as análises foram feitas à temperatura ambiente, sendo a aquisição e a 

integração de dados obtida através do software Texture Exponent TPA32 e aplicando-se 

o teste de Análise do Perfil de Textura (TPA), no qual são realizados dois ciclos de 

compressão. Desse modo, foram quantificados múltiplos parâmetros texturais, tais como 

a: dureza (força máxima obtida durante a primeira compressão), adesividade (trabalho 

negativo entre os dois ciclos), elasticidade (razão das distâncias relativas aos picos 

máximos determinados na segunda compressão e primeira compressão (Distância 

2/Distância 1)), coesividade (razão das áreas relativas à segunda compressão e primeira 

compressão (Área 2/Área 1)) e mastigabilidade (Dureza × Coesividade × Elasticidade). 

 

 

3.2.2. Determinação do pH na azeitona e na salmoura 

O pH das amostras foi determinado por medição direta à temperatura ambiente utilizando 

um potenciómetro (Hanna HI-8417). O aparelho foi calibrado antes de se iniciarem as 

medições com as respetivas soluções tampão (4,00±0,02 e 7,00±0,02 a 20 ℃). Para a 

salmoura foi usado um volume de 20 mL de solução e o elétrodo de pH e sonda de 

temperatura foram introduzidos diretamente na amostra. Para a azeitona, foi preparada 
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previamente uma solução aquosa a partir de 5 g de polpa previamente triturada em 20 mL 

de água fervida e arrefecida. As leituras foram sempre realizadas em triplicado. 

 

 

3.2.3. Determinação da acidez titulável na azeitona e na salmoura 

A determinação da acidez titulável em azeitona fresca foi realizada através de uma 

titulação potenciométrica, seguindo a Norma Portuguesa NP 1421 (1997). Pesaram-se 5 

g de azeitona moída para um balão de fundo redondo, no qual, foram adicionados 50 mL 

de água destilada previamente fervida e arrefecida à temperatura ambiente. Seguidamente 

adaptou-se um condensador de refluxo e aqueceu-se o preparado numa manta de 

aquecimento durante 30 minutos. Deixou-se arrefecer à temperatura ambiente, transferiu- 

se a solução para uma proveta de 100 mL e completou-se o volume com água destilada 

fervida. Após homogeneização, filtrou-se a solução através de uma gaze (duas camadas) 

para um  copo até se obter um volume de 30 mL. Mediram-se 25 mL do filtrado e 

procedeu-se a uma titulação com uma solução de hidróxido de sódio (NaOH) a 0,1 M 

(padronizada previamente) até se atingir o pH de 8,1, utilizando-se para o efeito um 

medidor de pH (Hanna HI-8417). Quando necessário, calculou-se por interpolação, o 

valor exato do volume de solução de NaOH necessário para se obter um pH de 8,1. A 

acidez titulável da azeitona foi expressa em gramas de ácido láctico por 100 g de azeitona. 

Relativamente à salmoura, a determinação da acidez titulável foi realizada aplicando a 

mesma metodologia descrita acima, titulando-se diretamente 20 mL de solução de 

salmoura. A acidez foi expressa em gramas de ácido láctico por 100 mL de salmoura. 

Foram sempre efetuados triplicados de cada amostra. 

 
3.3. Avaliação de parâmetros microbiológicos 

No sentido de conhecer a dinâmica microbiana ao longo do processo fermentativo, foram 

determinados parâmetros microbiológicos na salmoura e na película dos frutos. Para isso, 

procedeu-se à contagem total de microrganismos a 30 °C (mesófilos aeróbios), bolores, 

leveduras e bactérias lácticas. Realizou-se a caracterização morfológica e identificação 

molecular de leveduras e bactérias lácticas obtidas. 

No final da fermentação, avaliaram-se as condições de qualidade e segurança 

microbiológica das azeitonas de mesa, através da deteção/pesquisa de microrganismos 
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patogénicos, designadamente Enterobacteriaceae, Clostridium perfringens, Listeria spp. 

e Salmonella spp. 

 

3.3.1. Preparação das amostras para análise 

As amostras de salmoura e de frutos foram sempre processadas em condições de assepsia, 

numa câmara de segurança biológica. Para cada intervalo de tempo avaliado, recolheram- 

se um total de 15 amostras de salmoura e 15 amostras de azeitona de mesa, relativas às 

cinco concentrações de sal, analisadas em triplicado. De cada frasco retiraram-se 25 mL 

de solução de salmoura e pesaram-se 25 g de frutos. Os frutos foram colocados em sacos 

Stomacher, contendo 225 mL de água peptonada 0,015% (m/v), seguindo-se a 

homogeneização e incubação a 25 °C durante 10 minutos com agitação ligeira. 

Seguidamente, efetuaram-se diluições decimais sucessivas em 9 mL da mesma solução 

de acordo com a norma ISO 6887-6:2013. Por fim, procedeu-se à inoculação das amostras 

em meios de cultura específicos para os respetivos microrganismos a quantificar. 

A análise das amostras foi feita em triplicado e os resultados expressos em log UFC 

(unidades formadoras de colónias) por mL ou g, dependendo do tipo de amostra. A 

equação utilizada na quantificação de colónias foi a seguinte: 

 

N = 
∑∁ 

V.(n1+0,1 × n2)𝑑 
 

Sendo que: 
 

N - número de unidades formadoras de colónias (UFC); ∑C - soma das colónias contadas 

em duas placas contendo duas diluições sucessivas da amostra; n1 - número de placas 

selecionadas da primeira diluição; n2 - número de placas selecionadas da segunda 

diluição; d - diluição a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens; V - volume 

inoculado (mL). 

 

 

3.3.2. Contagem total dos microrganismos mesófilos aeróbios 

A contagem total de microrganismos mesófilos aeróbios foi realizada de acordo com a 

norma ISO 4833-1:2013, recorrendo ao meio de cultura Plate Count Agar (PCA, 

Himedia). A sementeira realizou-se por inoculação de 0,1 mL de suspensão de cada 

diluição e espalhamento das amostras com espalhador estéril à superfície do meio de 
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cultura. Após a incubação das placas a 30 °C durante 48 horas, procedeu-se à contagem 

das colónias. 

 

3.3.3. Contagem de bolores e leveduras 

A contagem de bolores e leveduras foi efetuada de acordo com a norma ISO 21527- 

1:2008, recorrendo à técnica da contagem em placa. Os meios de cultura usados foram 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Liofilchem) e Malt Extract Agar (MEA, Liofilchem), 

com adição de 0,1% (m/v) de cloranfenicol. A sementeira realizou-se por inoculação de 

0,1 mL de cada diluição decimal e espalhamento sobre o meio. A leitura efetuou-se após 

a incubação das placas a 25 °C durante 3 dias. 

 

 

3.3.4. Contagem de bactérias ácido láctico 

A contagem de bactérias ácido láctico efetuou-se segundo a norma BS ISO 15214:1998. 

A sementeira foi realizada por incorporação de 1 mL de cada diluição com o meio de 

cultura Man, Rogosa and Sharpe (MRS, Himedia) suplementado com cicloheximida 

0,01% (m/v), a pH 5,7. A amostra foi incorporada através de movimentos rotativos no 

meio de cultura, e após a solidificação verteu-se uma segunda camada de meio. A leitura 

e contagem das colónias realizou-se após incubação das placas a 30 °C durante 72 horas. 

 

 

3.3.5. Contagem de Enterobacteriaceae 

A contagem total de Enterobacteriaceae foi realizada de acordo com a norma ISO 21528- 

2:2004, tendo sido utilizadas placas Compact Dry ETB (R-Biopharm), que consistem em 

placas com substrato cromogénico e indicadores redox. O meio de cultura contém glucose 

e agentes seletivos para diferenciação e enumeração microbiana. As colónias específicas 

são detetadas pela coloração vermelha a violeta. 

Aplicou-se 1 mL de cada amostra no centro da placa e procedeu-se à incubação a 37 °C 

durante 24 horas, efetuando-se a contagem total das colónias. 

 

 

3.3.6. Contagem de Clostridium perfringens 

No isolamento seletivo e enumeração de Clostridium perfringens seguiram-se as 

recomendações da norma ISO 7937:2004. Preparou-se o meio de cultura Tryptone-Sulfite  
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Cycloserine Agar (TSC, BioKar), suplementado com uma emulsão de gema de ovo, ao 

qual foi adicionado o antibiótico D-cicloserina 0,02% (m/v). Inoculou-se 1 mL de cada 

diluição, e espalhou-se por incorporação no meio de cultura. Após a solidificação aplicou- 

se uma segunda camada de meio. As placas foram posteriormente incubadas a 37 °C 

durante 48 horas. 

O Clostridium perfringens é um Clostridium sulfito redutor sendo capaz de reduzir o 

sulfito de sódio a sulfeto, formando com o citrato férrico, um precipitado preto de sulfeto 

de ferro. Este composto vai aparecer ao redor das colónias. Assim, o crescimento de 

colónias de coloração negra foi considerado um resultado positivo. 

 

 

3.3.7. Pesquisa de Listeria spp e Salmonella spp 

A pesquisa e enumeração de Listeria spp. foi realizada seguindo o procedimento definido 

pela ISO 11290-1:2017, tendo sido usado o teste VIP Gold Listeria, que consiste num 

imunoensaio visual de uma só etapa para a deteção de Listeria em amostras alimentares. 

Pesaram-se 25 g de azeitona e colocaram-se num saco Stomacher com 225 mL de solução 

Demi-Fraser. Seguidamente, procedeu-se à homogeneização e incubação a 30 °C, 

durante 48 horas (processo de enriquecimento da amostra). Após esta fase, retirou-se 1 

mL da solução e incubou-se a 100 °C por 5 minutos (processo de inativação da amostra). 

Por fim, transferiu-se 0,1 mL da solução inativada para o dispositivo de teste, seguindo- 

se uma nova incubação à temperatura ambiente, durante 10 minutos. Registou-se o 

resultado, sendo considerado teste positivo a presença de duas linhas, uma linha na zona 

de amostra de teste e outra na zona de verificação de teste. 

A deteção de Salmonella spp. foi realizada de acordo com a norma ISO 6579:2002, com 

recurso ao kit 1-2 Test (Método oficial AOAC 989.13). Trata-se de um método qualitativo 

rápido para a deteção de Salmonella em alimentos. Baseia-se na observação de 

Salmonella imobilizada num meio com anticorpos polivalentes (flagelares). 

Após a incubação da amostra a 35 °C durante 24 horas, recolheu-se 0,1 mL e adicionou- 

se num dos lados do kit onde estava inserido o reagente de iodo-iodeto. Do outro lado do 

kit, adicionou-se o anticorpo. O resultado foi observado ao fim de 24 horas. A presença 

de Salmonella é descrita por uma banda branca em forma de U, resultado da ligação entre 

o antigénio e o anticorpo. 
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3.4. Caracterização morfológica e identificação molecular de populações 

microbianas 

Após a quantificação microbiana, as colónias foram repicadas para meio de cultura fresco 

(PCA e MRS), para obtenção de culturas puras. 

A identificação taxonómica dos isolados foi realizada utilizando abordagens morfológicas 

como moleculares. Inicialmente, os isolados foram agrupados em diferentes morfotipos, 

com base nas características morfológicas das colónias, tais como a cor, brilho, forma, 

margem, superfície, elevação e consistência. De cada morfotipo, selecionaram-se dois 

representantes para identificação molecular. 

 

 

3.4.1. Identificação molecular dos isolados 

Para os isolados obtidos procedeu-se à extração de DNA genómico, com o kit de extração 

REDExtract-N-Amp Plant PCR kit (Sigma, Poole, UK), seguindo as instruções do 

fabricante. As amostras de DNA extraídas foram seguidamente amplificadas pela reação 

em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se um termociclador MyCyler (BioRad 

Hercules). 

Na amplificação da região do espaçador interno transcrito (ITS) do DNA nuclear 

ribossomal, foram utilizados dois pares de iniciadores oligonucleotídicos universais: TS1 

e ITS4 para as leveduras (White et al., 1990); 27F e 534R para as bactérias (Lane, 1991; 

Muyzer et al., 1993). A mistura de reação continha os iniciadores oligonucleotídicos (0,4 

µL de cada, à concentração de 10 mM), 2µL de tampão de PCR (10 mM), 0,4 µL dNTPs 

(10 mM), 2 µL DNA, 0,1 µL Taq polimerase (5 U/µL) e 14,7 µL de H2O ultrapura para 

um volume final de 20 µL. Os ciclos de temperaturas utilizados na amplificação tiveram 

início com uma primeira desnaturação a 94 °C durante 3 min (1 ciclo); seguido de uma 

segunda desnaturação a 94 °C durante 30 s, emparelhamento entre 52 ºC - 56 °C durante 

50 s, extensão a 72 °C durante 2 min (35 ciclos); e uma extensão final 72 °C durante 10 

min (1 ciclo). 
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3.4.2. Visualização dos produtos de PCR em gel de agarose 

A visualização e separação dos produtos de PCR foi realizada mediante eletroforese em 

gel de agarose (1,3%), em tampão TBE (1X) (Tris base 89 mM, ácido bórico 89 mM e 

EDTA 2 Mm, pH 7,6), durante 30 minutos a uma intensidade de corrente de 80 V. 

Dos produtos de PCR, 4 µL foram carregados nos poços com 2 µL de tampão de 

carregamento (6X) Loading Dye Blue (Bioron). Adicionalmente, foi colocado um 

marcador molecular de referência 1Kb DNA Ladder (Bioron), na quantidade 

recomendada pelo fabricante. Após a corrida, o gel foi corado numa solução aquosa de 

GelRedTM Biotum (3X), durante 30 minutos. A visualização das bandas de DNA foi 

conseguida pelo ChemiDocTM XRS+with Image LabTM Software (BioRad, Hercules). 

 

 

3.4.3. Sequenciação e análise de sequências 

Os produtos amplificados (~650 bp), foram purificados e sequenciados usando os 

serviços da Macrogen Inc. (Madrid, Espanha). As sequências de DNA foram analisadas 

com o software DNASTAR v.2.58, e a identificação dos isolados foi efetuada utilizando 

as bases de dados NCBI-National Center for Biotechnology Information e UNITE, 

realizando o algoritmo BLAST. A classificação taxonómica foi apresentada com base nos 

critérios descritos por Raja et al. (2017). 

Para efeitos de preservação, todos os isolados identificados foram depositados na coleção 

de culturas do Centro de Investigação da Montanha (CIMO) da Escola Superior Agrária 

de Bragança. 

 

 

 

3.5. Cálculos e tratamento estatístico 

A análise estatística dos parâmetros físico-químicos foi realizada recorrendo ao software 

Minitab versão 14 (Pennsylvania, USA). Para analisar a normalidade e homogeneidade 

da variância foram utilizados os testes Shapiro-Wilk e Levene, respetivamente. No caso 

em que não se observou normalidade e homogeneidade da variância aplicaram-se testes 

não-paramétricos, designdamente o Teste de Kruskal-Wallis. Quando os dados seguiram 

uma distribuição normal e se observou homogeneidade de variâncias, aplicou-se a 

ANOVA. Seguidamente, no caso de existirem diferenças significativas entre amostras 

(p<0,05), aplicou-se o teste de Tukey. Quando não se observou homogeneidade de 
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variâncias, aplicou-se a ANOVA-Welch. No caso de existirem diferenças significativas 

entre amostras (p<0,05), aplicou-se o teste Post-hoc de Games-Howell. 
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4. Resultados e Discussão 
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4. Resultados e Discussão 

A evolução do perfil do processo fermentativo da azeitona de mesa Negrinha de Freixo 

nos três estados de maturação - verde, mista e preta - em salmoura com 0, 3, 6, 9 e 12 % 

de NaCl foi seguida através da análise de parâmetros físico-químicos (textura, pH e acidez 

titulável), bem como de parâmetros microbiológicos (contagem total de microrganismos 

e identificação molecular dos isolados). 

A fermentação deu-se por finalizada aos 210 dias, onde foi ainda determinada a 

presença/ausência de microrganismos patogénicos. 

 
4.1. Parâmetros físico-químicos 

 
4.1.1. Análise do perfil de textura das azeitonas verdes, mistas e pretas ao longo da 

fermentação 

Na Figura 6 encontram-se representados em diagramas Boxplot os resultados obtidos para 

a textura avaliada para os três tipos de azeitonas - verdes, mistas e pretas - durante a 

fermentação, quando sujeitas às diferentes concentrações de sal. Em termos gerais, 

observaram-se diferenças significativas entre os estados de maturação, tendo as azeitonas 

verdes apresentado os maiores valores de mediana para a dureza e mastigabilidade, e 

menores para a adesividade, elasticidade e coesividade. Cada um destes parâmetros serão 

analisados em mais pormenor à frente no texto. Observou-se também, que em alguns 

parâmetros avaliados da textura, o número de outliers foi bastante grande, como por 

exemplo na adesividade das azeitonas mistas, bem como na coesividade e mastigabilidade 

para os três índices de maturação, sugerindo que os frutos eram bastante heterogéneos em 

termos de textura. 

Na Figura 7 encontram-se representados os parâmetros da textura avaliados ao longo da 

fermentação para as diferentes concentrações de sal, para cada um dos índices de 

maturação. No Anexo I também se encontram descritos os valores individuais (médias ± 

desvio padrão) obtidos para os diferentes parâmetros avaliados e condições aplicadas, 

bem como os resultados obtidos do tratamento estatístico ao longo do tempo da 

fermentação. 
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Figura 6. Parâmetros da textura: (a) Dureza (g), (b) Adesividade (g.s), (c) Elasticidade, (d) Coesividade, (e) Mastigabilidade. 
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Figura 7. Evolução da dureza (g), adesividade (g.s), elasticidade, coesividade e mastigabilidade da azeitona verde (a), mista (b) 

e  preta (c) ao longo do tempo de fermentação 

a b c 



Acompanhamento ao nível físico-químico e microbiológico da fermentação de 
azeitona Negrinha de Freixo de cura natural 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. (cont.) Evolução da dureza (g), adesividade (g.s), elasticidade, coesividade e mastigabilidade da azeitona verde (a), mista 

(b) e preta (c) ao longo do tempo de fermentação. 
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A dureza ou firmeza da azeitona é uma das características organoléticas mais importantes, 

podendo resultar na rejeição da azeitona por parte do consumidor se esta não corresponder 

às suas expectativas (Saúde, 2014). Os atributos de qualidade da textura dos alimentos 

podem ser avaliados por análise sensorial ou por métodos instrumentais (Chen & Opara, 

2013). A avaliação do perfil de textura usando instrumentos é de grande utilidade, sendo 

o teste de TPA um dos mais frequentemente utilizado. Este teste é também chamado o 

teste de duas “mordidas” devido ao facto do texturómetro imitar a ação da boca ao 

mastigar (Lanza & Amoruso, 2018). 

Com base nos resultados obtidos através da análise instrumental pôde-se constatar que as 

azeitonas nos três índices de maturação, fermentadas em salmoura com diferentes 

concentrações de NaCl, apresentaram valores de dureza significativamente diferentes 

entre si. As azeitonas pretas exibiram os valores mais baixos no tempo inicial, comparado 

com as azeitonas verdes e mistas, o que era esperado, uma vez que as azeitonas ao 

amadurecerem vão perdendo rigidez. A dureza das azeitonas verdes pode estar 

relacionada com a presença do mineral cálcio, o qual se envolve em ligações cruzadas 

como polímeros presentes na parede celular, sendo a azeitona mais dura quanto maior for 

o teor de cálcio (Cardoso et al., 2007). 

As azeitonas verdes apresentaram uma variação de dureza entre 3528 e 8684 g, em termos 

de valores médios, referente às concentrações de 6% e 3% de NaCl aos 30 dias, 

respetivamente. A concentração de 0% foi a que apresentou a média mais baixa de dureza 

após 210 dias de fermentação. Contudo, esse valor não foi significativamente diferente 

face às restantes concentrações de sal. Ao longo do tempo, as azeitonas verdes 

apresentaram um comportamento variável. Em algumas situações, ao comparar os 30 dias 

com os 210 dias, a dureza diminuiu significativamente (0 e 3% de NaCl) ou não se 

detetaram diferenças significativas (9 e 12% de NaCl). Nas azeitonas mistas, o 

comportamento foi mais uniforme, não tendo sido detetadas diferenças significativas aos 

210 dias para as diferentes concentrações de sal. Para as azeitonas pretas, verificou-se um 

aumento significativo na dureza dos 30 para os 90 dias, atingindo o valor máximo de 8169 

g em 9% de NaCl. No entanto, aos 90 dias não se observaram diferenças significativas 

entre as diferentes concentrações de sal. Aos 210 dias, só se observou uma diferença 

significativa entre os 0% e os 9% de NaCl, não se tendo determinado diferenças 

significativas entre os 0% e os 12% de NaCl. Este facto indica que o sal não teve um papel 

relevante ao nível da dureza. Em termos gerais, observando os três gráficos 
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constatou-se uma ligeira diminuição da dureza dos 90 para os 210 dias em algumas 

situações, mais evidentes nas azeitonas verdes e pretas, que pode ser devida à hidrólise 

de substâncias pécticas presentes na azeitona, fenómeno este que afeta a textura do fruto 

tornando-o menos duro (Bianchi, 2003). A pectina tem como função manter unidas as 

células dos tecidos (Lanza & Amoruso, 2018). Na presença de cálcio, estabelecem-se 

ligações entre os grupos carboxilo das cadeias poligalacturónicas entre si ou com celulose 

e hemiceluloses, originando uma estrutura reticular de cadeias pécticas, traduzindo-se 

numa maior rigidez e compactação dos tecidos (Lanza & Amoruso, 2018). Assim, o 

armazenamento da azeitona até 210 dias em salmoura com diferentes concentrações de 

sal, não afetou de forma muito evidente a sua dureza. Estes resultados são diferentes dos 

reportados por Fadda et al., (2014), os quais observaram um aumento na dureza em 

azeitonas verdes quando a concentração de NaCl aumentou dos 4% para os 7%. 

Relativamente à adesividade do fruto, as azeitonas verdes e pretas, apresentaram um 

comportamento mais semelhante entre si do que com as mistas, com exceção da 

concentração de NaCl a 12%, tendo-se observado um decréscimo significativo ao fim de 

210 dias de fermentação, não existindo diferenças significativas (p>0,05) entre as 

diferentes concentrações de sal. As azeitonas mistas apresentaram um acréscimo aos 90 

dias, atingindo valores máximos de -1 g.s nas concentrações de sal de 3% e 6%. Contudo 

após os 210 dias, a adesividade determinada nestas azeitonas não foi significativamente 

diferente à determinada no tempo 30, não se tendo também detetado diferenças 

significativas entre as concentrações de sal. Novamente, estes resultados sugerem que o 

NaCl não afetou este parâmetro. 

Quanto à elasticidade do fruto, esta permite avaliar a forma como o produto recupera após 

ter sido deformado na primeira compressão, tendo, em termos gerais, os valores médios 

variado entre 0,55 e 0,76. As azeitonas verdes apresentaram um comportamento bastante 

semelhante ao longo do tempo para as várias concentrações de sal, exceto a concentração 

de NaCl a 6% no tempo de 30 dias. Contudo, aos 90 dias não se verificaram diferenças 

significativas entre as concentrações em estudo, sugerindo que a situação reportada aos 

30 dias foi uma situação esporádica, resultado da heterogeneidade da amostra. Nas 

azeitonas mistas não se observaram diferenças significativas ao longo dos períodos de 

amostragem, ao contrário do observado nas azeitonas pretas. Nestas, os valores de 

elasticidade diminuíram significativamente entre 30 e os 90 dias. Após 210 dias de 

fermentação observaram-se diferenças significativas entre algumas concentrações de sal, 
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no entanto sem comportamento definido, uma vez que as amostras relativas à 

concentração de 0% de sal não apresentaram valores de elasticidade significativamente 

diferentes das de 12% de sal. 

Em relação à coesividade do fruto, que avalia o quanto um produto suporta uma segunda 

deformação relativamente à sua resistência durante a primeira deformação, o 

comportamento foi pouco variável para os três tipos de azeitonas (verdes, mistas e pretas), 

tendo-se verificado um ligeiro decréscimo nas azeitonas pretas após 90 e 210 dias quando 

comparados com os 30 dias. Tal como verificado para o parâmetro anterior, após 210 dias 

de fermentação observaram-se diferenças significativas na coesividade entre algumas 

concentrações de sal. Contudo, ao comparar a coesividade da concentração de 0% de sal 

não se obtiveram valores significativamente diferentes dos determinados para 12% de sal, 

sugerindo novamente que o NaCl não afetou de forma significativa a coesividade do fruto. 

No que diz respeito à mastigabilidade do fruto, observou-se um comportamento 

semelhante entre as azeitonas verdes e mistas, distinguindo-se das pretas. Nas azeitonas 

verdes e mistas, os valores de mastigabilidade variaram pouco ao longo do tempo e entre 

as concentrações de sal. Relativamente às azeitonas pretas, observou-se um aumento neste 

parâmetro após 90 dias, possivelmente resultado do aumento da dureza, uma vez que a 

mastigabilidade resulta do produto entre a dureza, coesividade e a elasticidade. A dureza. 

Contudo, após 210 dias, não se observaram diferenças significativas entre os 0% e os 12% 

de sal, sugerindo que este componente não afetou de forma significativa a 

mastigabilidade. 

 

 
 

4.1.2. Evolução do pH da salmoura e da polpa do fruto ao longo da fermentação 

Na Figura 8 encontram-se descritos os resultados obtidos para o pH avaliado para os três 

tipos de azeitonas (verdes, mistas e pretas) e respetivas salmouras, quando sujeitas a 

diferentes concentrações de sal e tempos de fermentação. Em termos gerais não se 

observaram diferenças significativas entre os valores de pH determinados nas azeitonas 

nos três estados de maturação (p=0,106). Pelo contrário, no que diz respeito à salmoura, 

observaram-se diferenças significativas entre os valores de pH determinados nas 

salmouras das azeitonas pretas e azeitonas verdes (p=0,012). Deve ser referido que na 

salmoura se observou uma maior variação nos valores de pH, com exceção das azeitonas 

pretas. 
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Figura 8. Gráficos Boxplot para os valores de pH determinados na azeitona (a) 

e na salmoura (b) em relação aos índices de maturação. 

 

 
Na Figura 9 encontram-se os resultados do pH ao longo da fermentação para as diferentes 

concentrações de sal, para cada um dos índices de maturação. Observou-se que os valores 

de pH das diferentes salmouras, de uma forma geral foram aumentando 

significativamente com o decorrer da fermentação, variando entre 3,99 (salmoura com 

3% NaCl) na face inicial, e 7,31 (salmoura com 0% NaCl) na fase final (Figura 9 I). Aos 

210 dias, a salmoura das azeitonas mistas foi a que registou valores de pH mais altos 

(7,31), seguindo-se a salmoura de azeitonas verdes (7,08) e pretas (5,73) (Figura 9 I - a, c, 

e). Estes resultados foram obtidos nas concentrações mais baixas de sal (0% e 3%). Para 

as concentrações mais altas (6%, 9% e 12%), as salmouras registaram valores de pH que 

variaram entre 4,62 e 6,70. Os resultados demonstraram que salmouras com concentrações 

de sal mais altas (9 e 12% de NaCl) apresentaram menores subidas de pH. 

Em algumas situações, o período da fermentação onde se observou algum decréscimo nos 

valores pH foi entre os 30 e os 90 dias, atingindo um valor mínimo de 4,20 na salmoura 

de azeitonas verdes, 4,52 na salmoura de azeitonas mistas e 4,53 na salmoura de azeitonas 

pretas. Durante este período, o sal estimula a atividade microbiana, e o consumo de 

matérias fermentáveis conduz à fermentação láctica, onde a produção de ácidos permite 

uma descida do pH (Kiai et al., 2020). Após este período, os valores de pH aumentaram 

até ao final da fermentação. 
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Figura 9. Evolução do pH na salmoura (I) e na polpa do fruto (II) de azeitonas 

Negrinha de Freixo em diferentes estados de maturação; verdes (a, b), mistas (c, d) e 

pretas (e, f), quando sujeitas a diferentes salmouras (0, 3, 6, 9 e 12% de NaCl) durante 

210 dias de fermentação. Os valores representam a média da análise em triplicado ± 

desvio padrão. 

 

 
Estes resultados mostram que salmouras com concentrações mais altas de sal (9% e 12% 

de NaCl) apresentam menores variações de pH. Contudo, em algumas situações 

(principalmente nas azeitonas verdes e mistas) pode-se observar um aumento de pH ao 

longo da fermentação, o que é indesejável por questões de segurança alimentar. Neste 

estudo, entre as fermentações realizadas, a salmoura de azeitonas pretas foi a que 
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apresentou valores de pH mais baixos durante todo o processo fermentativo e em todas 

as concentrações de sal testadas. Isto sugere uma relação entre o índice de maturação dos 

frutos e a disponibilidade de ácidos orgânicos, que conduz à diminuição dos valores de 

pH. 

Considerando que a fermentação natural é espontânea e lenta, que decorre durante vários 

meses, é importante que os produtores de azeitona de mesa monitorizem este parâmetro 

e que apliquem, quando necessário, a adição de agentes acidificantes, como por exemplo 

ácido láctico ou ácido cítrico à salmoura, de forma a regular as mudanças de pH que 

possam ocorrer. De referir que alguns deles já o fazem de forma empírica, demonstrando 

este trabalho a importância do controlo do pH do processo fermentativo. 

Em fermentações realizadas com azeitonas mistas Negrinha de Freixo em salmoura de 

4,5 a 6% de NaCl, e ácido láctico (3mL/kg de azeitona) como regulador de acidez, Pereira 

et al. (2015) verificaram que os valores de pH diminuíram durante o processo, atingindo 

um mínimo de 3,46 ao fim de 149 dias. O decréscimo dos valores de pH em diferentes 

salmouras acidificadas com ácido láctico 0,1% (v/v) e vinagre 0,5% (v/v), (6%, v/v, de 

ácido acético), recorridas num período de 187 dias, também foi observado em 

fermentações naturais realizadas com azeitonas pretas da variedade Kalamata (Bonatsou 

et al., 2018). Similarmente, Poiana & Romeo (2006) colocaram azeitonas Sicílianas em 

salmouras acidificadas a pH=4 para facilitar e potenciar o crescimento de bactérias ácido 

lácticas (BAL). 

Em termos gerais, no presente trabalho foi possível verificar que para se garantirem 

valores de pH próximos de 4,0 (valor que confere segurança ao produto), o nível de acidez 

na salmoura e consequente o pH, devem ser monitorizados regularmente, pois são de 

extrema importância no processo fermentativo, uma vez que ao não adicionar agentes de 

acidificação, o processo pode atingir valores altos de pH, não sendo possível atingir o 

valor de referência. 

No que se refere à variação dos valores de pH na polpa do fruto, verificou-se um 

comportamento semelhante ao observado nas salmouras (Figura 9 II), com uma menor 

variação entre as diferentes concentrações de sal. Após o equilíbrio, para as concentrações 

de sal de 6%, 9% e 12%, os valores de pH das salmouras foram muito próximos aos das 

soluções aquosas da polpa dos frutos. Na polpa dos frutos observou-se uma diminuição 

do pH entre os 30 e 90 dias de fermentação, com valores entre 5,46 e 4,20 (Figura 9 II - 

b, d, f). No final da fermentação os frutos apresentaram valores de pH mais baixos 
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comparativamente aos registados nas respetivas salmouras, atingindo um máximo de 

5,57. A evolução do perfil de pH foi semelhante para os diferentes índices de maturação, 

destacando-se as azeitonas pretas que registaram valores de pH mais baixos no final da 

fermentação (4,47). Os resultados obtidos indicam que o perfil de pH na polpa é pouco 

influenciado pela concentração de sal e o estado de maturação dos frutos. Azeitonas de 

mesa com pH acima 4,5 são consideradas perecíveis e devem ser submetidas a um 

processo de conservação que retarde o crescimento de microrganismos patogénicos 

(Perricone et al., 2010). 

No presente estudo, os valores de pH obtidos na salmoura e na polpa do fruto, estão acima 

dos valores máximos recomendados na Norma Comercial Aplicada a Azeitonas de Mesa 

(COI, 2004). Segundo esta norma, na fermentação natural os valores de pH deveriam 

atingir um máximo de 4,3 no final da fermentação, permitindo assim a preservação das 

azeitonas de mesa contra os processos de deterioração e inibição do crescimento de 

microrganismos patogénicos. 

Este estudo foi realizado em condições laboratoriais e os resultados obtidos são de 

extrema importância pelo facto de demonstrar a necessidade de se monitorizar este 

parâmetro e de serem adicionados agentes acidificantes ao longo do processo, de modo a 

se obter valores de pH dentro dos limites estabelecidos. 

 

 

 
4.1.3. Acidez titulável da salmoura e polpa do fruto ao longo da fermentação 

Na Figura 10 encontram-se descritos os resultados obtidos para a acidez titulável avaliada 

para os três tipos de azeitonas (verdes, mistas e pretas). Na polpa da azeitona não se 

observaram diferenças significativas entre os estados de maturação (p=0,068), obtendo- 

se distribuições semelhantes. Pelo contrário, na salmoura observaram-se diferenças 

significativas entre os índices de maturação, distinguindo-se a salmoura das azeitonas 

verdes face à das azeitonas mistas (p=0,009) e pretas (<0,001). Já entre a salmoura das 

azeitonas mistas e pretas, não se observaram diferenças significativas (p=0,127) ao nível 

da acidez titulável. 
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Figura 10. Gráfico Boxplot para a acidez titulável determinada na azeitona (a) 

e na salmoura (b) em relação aos índices de maturação. 

 

 
Na Figura 11 encontra-se representada a evolução da acidez titulável nas salmouras e 

polpa do fruto ao longo da fermentação, para as diferentes concentrações de sal. 

Observou-se que a acidez titulável na salmoura aumentou de forma progressiva até ao 90º 

dia de fermentação nas salmouras de 6, 9 e 12 % de NaCl (Figura 11 I - a,c,e). Este 

aumento é mais acentuado na salmoura de azeitonas verdes atingindo percentagens de 

ácido láctico que variaram entre 0,17 (para 12% de NaCl) e 0,32 (para 6% de NaCl). Este 

incremento poderá estar relacionado com a libertação de ácidos orgânicos, como o ácido 

málico, láctico, acético, succínico e cítrico pelas BAL e leveduras, à medida que 

absorvem e metabolizam açúcares (por exemplo, glicose e frutose) concedidos pelas 

azeitonas. Os referidos ácidos são frequentemente descritos em salmouras de azeitonas 

verdes (Anagnostopoulos et al., 2020; Chorianopoulos et al., 2005). 

Recentemente, num estudo realizado por (Reis et al., 2022), obteve-se um perfil de acidez 

titulável semelhante nos primeiros 3 meses de fermentação de azeitonas de mesa da 

variedade portuguesa Cobrançosa proveniente de sete produtores independentes da região 

de Trás-os-Montes. Contudo, estes produtores podem ter realizado ajustes de pH, 

garantindo uma maior uniformidade nos valores. 
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Figura 11. Evolução da acidez titulável na salmoura (I) e na polpa do fruto (II) 

de azeitonas Negrinha de Freixo em diferentes estados de maturação; verdes (a, b), mistas 

(c, d) e pretas (e, f), sujeitas a diferentes salmouras (0%, 3%, 6%, 9%, e 12% de NaCl) 

durante 210 dias de fermentação. Os valores representam a média da análise em triplicado 

± desvio padrão. 

 

 

Nas fermentações com 0% e 3% de NaCl a evolução da acidez titulável foi relativamente 

diferente, destacando-se a salmoura de azeitonas mistas, em que ocorreu um decréscimo 

na percentagem de acido láctico do início até ao final do processo fermentativo (Figura 
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11 I-c). Contudo, para todas as salmouras avaliadas verificou-se que a partir dos 90 dias 

de fermentação, a acidez titulável diminuiu acentuadamente até aos 210 dias, atingindo 

valores entre 0,02% e 0,14 % de ácido láctico. 

Relativamente à evolução da acidez titulável ao nível da polpa dos frutos, verificaram-se 

resultados concordantes com os obtidos nas salmouras (Figura 11 II - b, d, f). As azeitonas 

verdes foram as que apresentaram maiores percentagens de ácido láctico aos 90 dias de 

fermentação para todas as concentrações testadas, seguindo-se as azeitonas mistas e 

pretas. 

Constatou-se que as mudanças de pH refletem, em parte, os valores da acidez titulável 

expressa em % de ácido láctico; pois quanto menor o pH, maior a acidez. Acidez 

desenvolvida e a queda de pH são fatores determinantes para o sucesso da fermentação e 

segurança do produto final (Chorianopoulos et al., 2005). No sentido de regular estes 

parâmetros, alguns investigadores sugerem a adição de suplementos de glucose ou 

sacarose (Chorianopoulos et al., 2005) ou substâncias reguladoras de acidez (Bonatsou et 

al., 2018), bem como, adição de culturas iniciadoras de BAL e leveduras (Lanza et al., 

2021) no início do processo fermentativo. 

 

 

 

4.2. Parâmetros microbiológicos 

 
4.2.1. Contagem total de microrganismos na salmoura e na polpa do fruto durante 

a fermentação 

A dinâmica microbiana foi avaliada através da contagem total de microrganismos 

presentes nas salmouras com diferentes concentrações de NaCl (0%, 3%, 6%, 9% e 12%) 

e na polpa dos frutos durante 30 dias (Figura 12), 90 dias (Figura 13) e 210 dias (Figura 

14). Os resultados obtidos descrevem a variação da população de microrganismos 

mesófilos, BAL, bolores e leveduras. 
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Figura 12. Contagem total de microrganismos mesófilos (), bactérias lácticas 

( ), bolores (x) e leveduras (o) presentes na salmoura (I) e na polpa do fruto (II) de 

azeitonas verdes (a, b), mistas (c, d) e pretas (e, f) em fermentações de 30 dias com 

diferentes concentrações de NaCl (%). 
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Figura 13. Contagem total de microrganismos mesófilos (), bactérias lácticas 

( ), bolores (x) e leveduras (o) presentes na salmoura (I) e na polpa do fruto (II) de 

azeitonas verdes (a, b), mistas (c, d) e pretas (e, f) em fermentações de 90 dias com 

diferentes concentrações de NaCl (%). 
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Figura 14. Contagem total de microrganismos mesófilos (), bactérias lácticas 

( ), bolores (x) e leveduras (o) presentes na salmoura (I) e na polpa do fruto (II) de 

azeitonas verdes (a, b), mistas (c, d) e pretas (e, f) em fermentações de 210 dias com 

diferentes concentrações de NaCl (%). 
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Mudanças claras nas comunidades bacterianas e fúngicas foram observadas durante as 

fermentações. Verificou-se uma certa oscilação nas contagens para todos os 

microrganismos pesquisados desde o início da fermentação até à fase final do processo 

(Figuras 12, 13, 14), facto que poderá estar diretamente relacionado com as diferenças 

nas concentrações de sal utilizadas nas salmouras. A resposta de azeitonas Conservolea 

naturalmente pretas em salmoura, com diferentes níveis de sal (4%, 6% e 8%), foi 

estudada por Tassou et al. (2002) usando o método tradicional de fermentação anaeróbia. 

As leveduras foram o grupo dominante em salmoura com 8% de NaCl. Pelo contrário, a 

dominância de BAL ocorreu durante a fermentação em salmouras de 6% de NaCl, 

enquanto que, o crescimento foi retardado em salmouras com 8% de NaCl. 

Para os primeiros 30 dias de fermentação, as contagens de microrganismos mesófilos 

situaram-se entre 6,15 e 7,07 Log10 UFC/mL (salmouras com azeitonas verdes); 6,11 e 

7,14 Log10 UFC/mL (salmouras com azeitonas mistas), e 5,00 e 7,00 Log10 UFC/mL 

(salmouras com azeitona preta) (Figura 12 I). A população de BAL registou valores de 

contagens mais baixos, situados entre 3,35 e 6,30 Log10 UFC/mL (salmoura de azeitonas 

verdes), 4,44 e 5,40 Log10 UFC/mL (salmoura de azeitonas mistas) e por fim 3,66 e 4,63 

Log10 UFC/mL (salmoura de azeitonas pretas). 

No que respeita à população de bolores e leveduras, a evolução das contagens foi muito 

semelhante para as várias concentrações de sal testadas. Ainda assim, as leveduras foram 

a população predominante. Estas atingiram valores de contagens mais altos situados entre 

7,15 e 7,95 Log10 UFC/mL, respetivamente, nas concentrações de 6 e 9% de NaCl (Figura 

12c). 

Relativamente à polpa dos frutos, observou-se que a abundância dos diferentes grupos de 

microrganismos foi menor comparativamente com as respetivas salmouras (Figura 12 II). 

Esta diminuição poderá estar relacionada com a maior quantidade de compostos fenólicos 

presentes na polpa do fruto, face à salmoura, com propriedades antimicrobianas, podendo 

naturalmente inibir o desenvolvimento destes microrganismos (Malheiro et al., 2014). Os 

microrganismos que registaram contagens mais baixas foram as BAL e os bolores na 

polpa das azeitonas mistas e pretas (Figura 12-d, f). A população de mesófilos apresentou 

um perfil oposto, sendo caracterizado por um aumento crescente para concentrações de 

NaCl mais altas, variando entre 3,66 e 6,32 Log10 UFC/g. 

Aos 90 dias de fermentação as diferentes salmouras apresentavam maior densidade 

microbiana (Figura 13 I). As contagens máximas obtidas para os mesófilos foram; 7,84 
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Log10 UFC/mL (salmoura de azeitonas verdes, 0% de NaCl); 7,63 Log10 UFC/mL 

(salmoura de azeitonas mistas, 12% de NaCl) e 7,76 Log10 UFC/mL (salmoura azeitonas 

pretas, 0% e 3% de NaCl). Ao nível das BAL observou-se um incremento nos valores das 

contagens máximas, que variaram entre 7,40 Log10 UFC/mL (salmoura de azeitonas 

verdes, 3% NaCl); 7,78 Log10 UFC/mL (salmoura de azeitonas mistas, 9% NaCl) e 7,86 

Log10 UFC/mL (salmoura de azeitonas pretas a 12% de NaCl). 

Um estudo sobre as implicações da redução de NaCl no perfil de fermentação de azeitonas 

pretas naturais Conservolea foi realizado anteriormente por Panagou et al. (2011). Embora 

este estudo tenha decorrido num período de fermentação mais curto, foi verificado que a 

população de BAL em salmoura a 8% de NaCl cresceu rapidamente atingindo um 

máximo de 7,6 log10 UFC/mL e permaneceu inalterado ou apresentou uma ligeira queda 

até o final do processo (50 dias de fermentação). 

A população de bolores manteve um perfil relativamente constante para todas as 

salmouras. Por sua vez, as leveduras registaram contagens mais altas na salmoura das 

azeitonas mistas para 9 e 12% de NaCl. 

A dinâmica da flora microbiana na polpa das azeitonas pretas foi muito semelhante à 

observada na respetiva salmoura. Contudo, os registos das contagens para todos os 

microrganismos apresentaram valores mais baixos (Figura 13 II - f). O comportamento 

observado na polpa de azeitonas verdes e mistas já se distinguiu mais face à salmoura. De 

referir que os diferentes índices de maturação originaram distintos crescimentos dos 

microrganismos, tendo nas azeitonas verdes, os mesófilos e as bactérias lácticas sido os 

mais abundantes; nas azeitonas mistas foram as leveduras, seguidas pelos mesófilos; e 

nas azeitonas pretas foram os mesófilos, seguidos de leveduras e bactérias lácticas para 

as concentrações de sal de 6%, 9% e 12%. A influência da maturação dos frutos e da 

concentração de sal de azeitonas de mesa Arbequina no processamento microbiano, foi 

também observado por Hurtado et al. (2009). 

Quando o final da fermentação foi alcançado (210 dias) (Figura 14 I e II), as salmouras 

das azeitonas verdes e mistas apresentaram maiores flutuações comparativamente com a 

salmoura das azeitonas pretas. Os mesófilos, em conjunto com as leveduras e BAL 

dominaram o processo fermentativo até ao final da fermentação. Ao comparar o valor das 

contagens obtido para as leveduras na salmoura a 6% NaCl de azeitonas mistas (6,73 

Log10 UFC/mL) verificou-se que o mesmo está muito próximo dos resultados obtidos 

anteriormente por Pereira et al. (2015) em salmouras de 7% NaCl. 
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Os bolores foram os microrganismos que menores contagens apresentaram tanto ao nível 

das salmouras como nos respetivos frutos (Figura 14 I e II). 

Salvo raras exceções (bolores), os resultados obtidos neste trabalho sugerem que ao 

aplicar diferentes concentrações de sal, a flora microbiana obtida no final da fermentação 

(210 dias) foi bastante semelhante para as concentrações de sal testadas e índices de 

maturação. Este facto indica que a percentagem de sal e o índice de maturação não 

afetaram de forma muito significativa a flora presente na polpa do fruto no final da 

fermentação. 

 

 

 
4.2.2 Descrição dos isolados obtidos no final do processo fermentativo 

Após a quantificação microbiana e obtenção de culturas puras, bactérias e leveduras 

foram observadas ao microscópio e avaliadas morfologicamente. Para os isolados de 

leveduras foi considerada a metodologia convencional de Yarrow (1998). Características 

morfológicas, tais como, diâmetro, forma, margem, elevação, cor e transparência foram 

avaliadas. Considerando as semelhanças, as placas foram agrupadas, e de cada morfotipo 

três isolados foram identificados molecularmente. A Figura 15 mostra algumas 

características macroscópicas de isolados de leveduras e bactérias ácido lácticas. 

O resultado da sequenciação revelou uma complexa diversidade microbiana. Na Tabela 5 

encontra-se descrita a abundância das espécies de leveduras e bactérias ácido lácticas 

identificadas nas salmouras suplementadas com diferentes concentrações de NaCl, e na 

polpa de azeitonas verdes, mistas e pretas no final do processo fermentativo. 
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Figura 15. Características macroscópicas de isolados de leveduras e bactérias ácido 

lácticas. 

 

Um total de 1909 isolados de leveduras foram identificados, sendo 1274 nas salmouras e 

635 na polpa dos frutos. Os géneros encontrados foram: Aureobasidium, Candida, Pichia, 

Meyerozyma, Rhodotorula, Sporobolomyces e Saccharomyces. Dentro destes géneros, 

destacam-se as espécies Aureobasidium pullulans, Candida aaseri, C. atlantica, C. 

boidinii, C. diddensiae, Meyerozyma guilliermondii, Pichia membranifaciens, 

Saccharomyces cerevisiae e Sporobolomyces roseus, identificadas nas diferentes 

salmouras. Na polpa dos frutos, para além da espécie A. pullulans, C. boidinii, P. 

membranifaciens, e S. cerevisiae presentes nas salmouras, surgiram outras espécies 

como; C. olivae e R. mucilaginosa. 

As espécies mais abundantes nas salmouras e na polpa dos frutos foram: S. cerevisiae 

(308 e 143), P. membranifaciens (277 e 130), C. boidinii (198 e 98), A. pullulans (86 e 

53) e C. aaseri (73 e 34), respetivamente (Tabela 5). 
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Tabela 5. Abundância de espécies de leveduras e LAB isoladas de cinco salmouras diferentes e de azeitonas de mesa Negrinha de Freixo em 

diferentes estados de maturação (verdes, mistas e pretas) no final do processo fermentativo. 
 

  
População microbiana 

  
Salmoura de fermentação 

   
Polpa do fruto 

  

  
Leveduras 

0% 

NaCl 

3% 

NaCl 

6% 

NaCl 

9% 

NaCl 

12% 

NaCl 
 

Total 

0% 

NaCl 

3 % 

NaCl 

6% 

NaCl 

9% 

NaCl 

12% 

NaCl 
 

Total 
 Aureobasidium pullulans 0 2 3 13 20 38 1 0 2 10 9 22 

A
ze

it
o
n

a
s 

V
er

d
es

 

v
er

d
es

 

Candida boidinii 17 25 18 4 9 73 6 1 19 1 1 28 

Pichia membranifaciens 19 15 10 14 26 84 2 7 15 5 7 36 

Saccharomyces cerevisiae 12 19 18 16 15 80 9 5 9 12 8 43 

Total 48 61 49 47 70 275 18 13 45 28 25 129 

Bactérias ácido lácticas             

Lactobacillus plantarum 3 2 10 11 26 52 1 2 1 5 9 18 
 Leuconostoc mesenteroides 1 1 3 12 11 28 1 1 3 6 10 21 
 Leuconostoc pseudomesenteroides 0 1 2 5 10 18 0 0 0 4 8 12 
 Total 4 4 15 38 47 98 2 3 4 15 27 51 

 Leveduras             

 Aureobasidium pullulans 0 1 10 12 25 48 0 0 6 11 14 31 
 Candida boidinii 2 8 5 8 11 34 8 9 9 7 4 37 

A
ze

it
o

n
a

s 
M

is
ta

s 

m
is

ta
s 

Candida diddensiae 5 31 30 9 8 83 0 0 0 0 0 0 

Meyerozyma guilliermondii 2 6 7 10 5 30 2 3 1 1 1 8 

Pichia membranifaciens 8 7 6 22 38 81 2 3 5 14 10 34 

Saccharomyces cerevisiae 9 15 16 29 7 76 3 6 5 10 2 26 

Total 26 68 74 90 94 352 15 21 26 43 31 136 

Bctérias ácido lácticas             

Lactobacillus plantarum 2 5 14 16 21 58 3 5 10 12 19 49 
 Leuconostoc mesenteroides 0 1 5 5 10 21 3 6 10 12 13 44 
 Leuconostoc pseudomesenteroides 3 3 4 10 16 36 5 9 8 10 14 46 
 Total 5 9 23 31 56 115 11 20 28 34 46 139 
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 Leveduras             

 Candida aaseri 12 8 15 17 21 73 3 5 11 8 7 34 
 Candida atlantica 2 1 12 13 25 53 3 5 3 17 12 40 
 Candida boidinii 8 21 25 22 15 91 6 11 7 8 1 33 
 Candida diddensiae 5 29 38 4 2 78 0 0 0 0 0 0 

A
ze

it
o
n

a
s 

P
re

ta
s 

p
re

ta
s 

Candida olivae 0 0 0 0 0 0 3 10 11 2 1 27 

Meyerozyma guilliermondii 3 11 5 3 2 24 5 13 12 2 1 33 

Pichia membranifaciens 10 15 16 33 38 112 8 7 9 15 21 60 

Rhodotorula mucilaginosa 0 0 0 0 0 0 5 17 15 2 1 40 

Saccharomyces cerevisiae 12 10 32 43 55 152 7 5 16 18 28 74 

Sporobolomyces roseus 18 22 15 5 4 64 13 11 2 1 2 29 

Total 70 117 160 138 162 647 53 84 86 73 74 370 

 Bactérias ácido lácticas             

 Lactobacillus plantarum 10 12 19 25 45 111 6 6 8 15 16 51 
 Leuconostoc mesenteroides 2 4 8 10 15 39 4 9 14 18 21 66 
 Leuconostoc pseudomesenteroides 8 10 12 16 22 68 5 5 10 21 17 58 
 Total 20 26 39 51 82 218 15 20 32 54 54 175 
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As restantes surgiram em menor abundância, a variar entre 64 e 29 para S. roseus; 54 e 

41 para M. guilliermondii; e 53 e 40 para C. atlantica. Entre as leveduras encontradas, 

três espécies dominaram os diferentes processos fermentativos, tanto ao nível dos frutos 

como ao nível das salmouras, destacando-se a P. membranifaciens, S. cerevisiae e C. 

boidinii. Os resultados sugerem não existir especificidade para determinada condição, ou 

seja, concentração de sal e tipo de azeitona ou índice de maturação. 

Resultados semelhantes foram obtidos em fermentações realizadas por Silva et al. (2011) 

em azeitonas Galega e Cordovil; Leventdurur et al. (2016) em azeitonas da variedade 

Gemlik; Bonatsou et al. (2018) em azeitonas pretas Kalamata; e ainda em azeitonas pretas 

Nyons por Penland et al. (2020). 

Estas espécies (Bautista-Gallego et al., 2011) e outras do mesmo género (Heperkan, 2013; 

Pereira et al., 2015) também foram relatadas como as mais frequentemente isoladas em 

fermentações de azeitonas de mesa. 

As espécies P. membranifaciens e C. boidinii têm sido descritas por vários autores em 

fermentações naturais e frequentemente detetadas em salmouras na fase final do processo 

(Lucena-Padrós et al., 2014; Rodríguez-Gómez et al., 2010). Neste trabalho estas espécies 

surgiram nas salmouras e na polpa das azeitonas, e à semelhança de estudos anteriores 

também foram detetadas no final da fermentação. 

Nas fermentações de azeitonas de mesa, as leveduras são um grupo de microrganismos 

fundamental, e dependendo da espécie envolvida podem exercer efeitos positivos ou 

negativos, sendo de grande importância avaliar a sua biodiversidade. Com efeito positivo, 

espécies do género Candida, Pichia e Saccharomyces são conhecidas por terem um 

número considerável de estirpes killer (proteínas ou glicoproteínas tóxicas) contra 

leveduras deteriorantes (Arroyo-López et al., 2012; Hernández et al., 2008). 

Candida boidinii foi reconhecida por ter um efeito positivo sobre o aroma da azeitona, 

por meio da formação de ésteres a partir de ácidos gordos livres (Arroyo-López et al., 

2012; Bautista-Gallego et al., 2011). 

Pichia membranifaciens é considerada uma levedura de alta tolerância ao sal, que pode 

influenciar a fermentação afetando associações de leveduras através da produção de 

toxinas (Arroyo-López et al., 2008). Nativa em azeitonas de variedades portuguesas, 

apresenta atividade oleuropeinolítica, micogénica e antimicrobiana (Pereira et al., 2015; 

Silva et al., 2011). Adicionalmentem, S. cerevisiae e várias espécies do género 
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apresentaram atividade antioxidante, útil para proteger os frutos da oxidação dos ácidos 

gordos insaturados e da formação de peróxidos (Hernández et al., 2007). 

No presente trabalho, o maior número de espécies identificadas de leveduras foi ao nível 

das fermentações realizadas com azeitonas pretas (10 espécies), seguindo-se as mistas (6 

espécies) e por fim as verdes (4 espécies). 

A espécie A. pullulans surgiu exclusivamente em fermentações de azeitonas verdes e 

mistas, enquanto que C. diddensiae e M. guillermondii surgiram em fermentações de 

azeitonas mistas e pretas. Por outro lado, C. aaseri, C. atlantica e S. roseus foram 

encontradas unicamente em salmouras de azeitonas pretas (Tabela 5). 

Vários estudos reportam que a flora microbiana é muito heterogénea e que esta altera 

dependendo da variedade, região, condições de temperatura, concentração de sal e pH, 

bem como, nutrientes, oxigénio e interações com outros microrganismos (Abriouel et al., 

2011; Arroyo-López et al., 2008; Chorianopoulos et al., 2005; Corsetti et al., 2012; Tofalo 

et al., 2013). 

De facto, neste estudo a presença de determinadas leveduras em detrimento de outras 

poderá estar relacionada com a composição química de cada fruto, resultado dos 

diferentes índices de maturação. O teor de fenóis diminui durante o amadurecimento, 

tornando o fruto mais favorável à colonização e crescimento de microrganismos 

(Gouvinhas et al., 2017). 

Recentemente, Martins et al. (2021) reportaram diferenças na estrutura da comunidade 

fúngica detetada ao longo do amadurecimento dos frutos em duas variedades de oliveira. 

Determinado conjunto de fungos foi positivamente associados a um estado de maturação, 

sendo a abundância e a riqueza maior nas azeitonas maduras do que nas verdes. 

Aureobasidium pullulans é uma espécie de levedura oxidativa onipresente encontrada na 

endosfera da oliveira (Nigro et al., 2018). Anteriormente isolada de águas hipersalinas, é 

definida na literatura como microrganismo de natureza halofílica e halotolerante (Kogej 

et al., 2005). Foi também identificada na fermentação espontânea de azeitona preta 

Conservolea (Nisiotou et al., 2010), bem como na salmoura de azeitonas de mesa verdes 

Aloreña e em azeitona verde rachada durante a fermentação natural (Abriouel et al., 2011; 

Alves et al., 2012). Recentemente foi identificada na fermentação de azeitonas pretas 

Kalamata e Nyons durante o processo fermentativo (Bonatsou et al., 2018; Penland et al., 

2020). 
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De realçar que, no presente trabalho, a espécie C. diddensiae surgiu exclusivamente em 

salmouras de azeitonas mistas e pretas e esteve completamente ausente na polpa dos 

frutos. Esta espécie apresentou maior abundância para concentrações 3% e 6% de NaCl. 

É caracterizada como uma levedura fortemente fermentativa e bem-adaptada à fase inicial 

da fermentação, estando associada a descidas de pH (Hurtado et al., 2008). 

Meyerozyma guilliermondii (anteriormente designada por Pichia guilliermondii) foi 

detetada em menor quantidade. No entanto esteve presente em todas as concentrações de 

NaCl. 

Á semelhança do nosso estudo, espécies de género Meyerozyma foram detetadas em sete 

salmouras com diferentes teores de sal em todas as fases de fermentação de azeitonas 

Gemlik (Leventdurur et al., 2016) bem como, em azeitona da variedade Maçanilha 

Algarvia, fermentadas em diferentes combinações de sal (Mateus et al., 2016). Este 

género foi anteriormente identificado em azeitonas Negrinha de Freixo, porém em 

azeitonas antes do início da fermentação (Pereira et al., 2015). Esta levedura está 

associada à produção de compostos voláteis em fermentações (Sangorrín et al., 2008). 

Candida olivae e Rhodotorula mucilaginosa, surgiram somente na polpa de azeitonas 

pretas, e com maior abundância em níveis de sal mais baixo (3% e 6%) (Tabela 5). A 

ocorrência exclusiva destas espécies na matéria prima sugere que não estão envolvidas 

no processo de fermentativo, contudo, poderiam ter influenciado as condições de 

fermentação. Candida olivae foi referida como uma nova espécie associada à fermentação 

de azeitona preta estilo grego (Nisiotou et al., 2010a). 

Rhodotorula mucilaginosa foi associada à salmoura de azeitonas verdes e azeitonas em 

mudança de cor (Nisiotou et al.,  2010). Espécies do género Rhodotorula são uma 

preocupação considerável na elaboração de azeitonas, por serem conhecidas por causar 

amolecimento dos frutos devido à excreção de poligalacturonases e formação de uma 

película nas salmouras (Arroyo-López et al., 2008). 

No presente estudo observou-se que para concentrações de sal mais altas (9% e 12%), as 

espécies A. pullulans, C. atlantica e C. aaseri são mais favorecidas relativamente às 

espécies M. guilliermondii e S. roseus, encontradas em maior abundância nas salmouras 

com concentração mais baixas (3% e 6%). Estas espécies foram também as mais 

abundantes em fermentações monitorizadas em salmouras de 8 e 10% de NaCl de 

azeitonas Arbequina e Gemlik (Hurtado et al., 2009; Leventdurur et al., 2016), 
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destacando-se ainda A. pullulans por apresentar capacidade de crescer em concentrações 

de sal de 17% ou mais (Kogej et al. 2005). 

Sporobolomyces roseus apresenta um pigmento carotenóide que lhe confere a coloração 

alaranjada/salmão. A sua presença foi descrita em azeitonas mistas por Nogueira (2012), 

e mais recentemente identificada em amostras de azeite da variedade Cellina di Nardò 

(Pizzolante et al., 2018). 

Fermentações de azeitona preta com níveis elevados de sal (10%) permitiu o domínio de 

leveduras e, ocasionalmente BAL, que resultaram em valores de pH mais altos e com 

menor capacidade de preservação (Nisiotou et al., 2010; Tassou et al., 2002). De facto, a 

concentração inicial de NaCl nas salmouras afeta o nível de sódio na polpa das azeitonas, 

uma vez que a entrada de sal é realizada por difusão até atingir um equilíbrio. 

Relativamente às BAL, os resultados do PCR e análise da sequenciação de um número 

representativo de isolados, revelaram três espécies diferentes pertencentes a dois géneros 

bacterianos: Lactobacillus e Leuconostoc. A abundância de cada espécie nas diferentes 

fermentações está representada na Tabela 5. 

No presente trabalho três espécies estiveram envolvidas no processo: Lactobacillus 

plantarum, Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc pseudomesenteroides. Entre as 

espécies identificadas L. plantarum foi a mais frequentemente isolada, com abundâncias 

a variar entre 231 e 118 nas salmouras e nos frutos, seguido de L. mesenteroides (86 e 

125) e L. pseudomesenteroides (78-42). 

Estes resultados estão de acordo com o descrito por Oliveira et al. (2004). Similarmente, 

Idoui et al. (2009) referem que a microflora de azeitonas pretas tradicionalmente 

fermentadas no leste da Argélia é representada essencialmente por L. plantarum e 

Leuconostoc mesenteroides. Recentemente, estas espécies foram identificadas em 

azeitonas verdes (cv. Geracese e Nocellara Etnea) (Randazzo et al., 2012), e em azeitonas 

de mesa (cv. Cobrançosa) resultantes da fermentação natural (Reis et al., 2022). 

Neste estudo verificou-se maior abundância bacteriana ao nível das salmouras 

(abundância total igual a 431) comparativamente com a polpa dos frutos (abundância total 

igual 365). A fermentação realizada com azeitonas pretas foi aquela que apresentou maior 

abundância (218 e 175), seguindo-se a fermentação de azeitonas mistas (115 e 139) e, por 

fim, a fermentação de azeitonas verdes (98 e 51), ao nível da salmoura e respetivos frutos. 
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Os resultados obtidos mostram que estas espécies estão presentes em todas as salmouras, 

bem como nas respetivas azeitonas. Porém, L. plantarum e L. pseudomesenteroides 

apresentaram maior abundância em fermentações de azeitonas mistas (58 e 49; 36 e 46) 

e pretas (111 e 51; 68 e 58), contrariamente a L. mesenteroides (21 e 44; 39 e 66). Das 

diferentes salmouras estudadas, as que apresentaram maior abundância de BAL foram as 

realizadas com 6, 9 e 12% de NaCl. Por outro lado, baixas concentrações de sal (0 e 3%) 

apresentaram pequeno impacto sobre a composição das comunidades microbianas, 

resultando em reduzida abundância bacteriana (Tabela 5). 

Estes resultados indicam maior adaptação e afinidade dos microrganismos para 

determinada condição de salmoura (6, 9, 12 %) e de azeitonas com índice de maturação 

mais avançado (azeitonas pretas). 

Vários estudos referem que o índice de maturação de azeitona de mesa influencia tanto a 

microbiota, quanto as características sensoriais finais da mesma (Hurtado et al., 2009). 

LAB são conhecidas por melhorar a preservação das fermentações, pois conferem 

acidificação à salmoura, além de produzirem bacteriocinas que previnem o crescimento 

de microrganismos contaminantes. Algumas estirpes também auxiliam na remoção do 

amargor via hidrólise de oleuropeína, melhorando assim o sabor final (Anagnostopoulos 

et al., 2020). 

 

 

4.2.3 Avaliação da presença de agentes patogénicos no final da fermentação 

No presente estudo, a avaliação da qualidade microbiológica das salmouras e das 

azeitonas de mesa, não evidenciaram nenhum caso de bactérias da família 

Enterobacteriaceae (coliformes e Escherichia coli), nem de bactérias patogénicas, 

Clostridium perfringens, Listeria spp. e Salmonella spp. Assim, as azeitonas de mesa 

revelaram excelente qualidade microbiológica. 
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5. Conclusões 

Em termos gerais, observaram-se diferenças significativas ao nível da textura entre os 

índices de maturação, tendo as azeitonas verdes apresentado os maiores valores de 

mediana para a dureza e mastigabilidade, e menores para a adesividade, elasticidade e 

coesividade. Relativamente à concentração de sal, esta não afetou de forma evidente a 

textura das azeitonas, tendo em conta os parâmetros avaliados (dureza, adesividade, 

elasticidade, coesividade e mastigabilidade). 

O pH da salmoura aumentou ao longo da fermentação, tendo as concentrações mais 

elevadas de sal (9 e 12%) apresentado a menor subida. A salmoura de azeitonas pretas foi 

a que apresentou os valores de pH mais baixos durante o processo fermentativo e em 

todas as concentrações de sal testadas, apontando para o papel significativo dos fenóis 

presentes no fruto. Observou-se um comportamento semelhante nos valores de pH do 

fruto face à salmoura. Contudo, detetou-se uma diminuição do pH entre os 30 e 90 dias 

de fermentação. O valor de pH na polpa foi pouco influenciado pela concentração de sal 

e o estado de maturação dos frutos. Observou-se um aumento na acidez titulável nas 

salmouras com 6%, 9% e 12% de NaCl dos 30 aos 90 dias, sendo mais acentuado nas 

azeitonas verdes, tendo a acidez titulável diminuído posteriormente até aos 210 dias. 

Comportamento semelhante foi obtido para o fruto. Estes resultados demonstram a 

importância dos produtores fazerem a monitorização e correção do pH, através da adição 

de suplementos de glucose e sacarose, substâncias reguladoras de acidez ou da inoculação 

com culturas BAL e leveduras. 

Relativamente ao crescimento microbiano, observaram-se comportamentos distintos no 

crescimento dos microrganismos ao longo da fermentação. Contudo, no final da 

fermentação (210 dias), a percentagem de sal e o índice de maturação não afetaram de 

forma muito significativa a flora presente na polpa do fruto, tendo sido os bolores os que 

apresentaram menores contagens. As espécies mais abundantes nas salmouras e na polpa 

dos frutos foram S. cerevisiae, P. membranifaciens, C. boidinii, A. pullulans e C. assseri. 

Para as concentrações de sal mais elevadas (9% e 12%), as espécies A. pullulans, Candida 

atlantica e Candida aaseri foram mais favorecidas relativamente às espécies Meyerozyma 

guilliermondii e Sporobolomyces roseus. Relativamente às BAL, três espécies foram 

identificadas, designadamente, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides e 

Leuconostoc pseudomesenteroides. De entre as salmouras estudadas, as que apresentaram 

maior abundância de BAL foram as de 6%, 9% e 12% em NaCl, indicando a importância 
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da concentração de sal como factor que influencia a microbiota presente nas azeitonas. 

De entre os patogénicos analisados, os mesmos não foram detetados no final da 

fermentação. 
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ANEXOS  
 
Tabela A1. Parâmetros da textura (Média ± Desvio padrão). 

 
 

 

Parâmetro Azeitona 
Sal 

(%) 

Tempo (dias) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

0 -5±5b,A -4±5b,A -10±8ª,A 
  3 -6±7b,A -7±7b,A -13±7ª,A 
 Verde 6 -4±7ª,A -7±7ª,A -8±7ª,A 
  9 -7±7b,A -7±6b,A -12±7ª,A 
  12 -7±7ª,b,A 6±6b,A -11±7ª,A 
  0 -4±6ª,A -2±4ª,A,B -3±5ª,A 
  3 -8±8ª,A -1±2b,A,B -7±7ª,A 

Adesividade Mista 6 -5±7ª,A -1±1b,B -4±5ª,A 
  9 -6±7ª,A -2±3b,A,B -5±7ª,b,A 
  12 -4±5ª,A -3±5ª,A -5±7ª,A 
  0 -1±4b,A -4±5b,A -10±8ª,A 
  3 -3±6c,A -8±7b,A -13±7ª,A 
 Preta 6 -1±0b,A -7±7ª,A -8±7ª,A 
  9 -1±1c,A -7±6b,A -12±7ª,A 

  12 -1±2c,A -6±6b,A -11±7ª,A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diferentes letras minúsculas na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos de 

armazenamento para uma dada concentração de sal fixa (p < 0,05). Diferentes letras maiúsculas na 

mesma coluna indicam diferenças significativas entre as concentrações de sal para um dado tempo de 

armazenamento (p < 0,05). 

   

0 
 

0,60±0,08ª,b,A 
 

0,63±0,09b,A 
 

0,55±0,10ª,A 
  3 0,61±0,06ª,A 0,61±0,07ª,A 0,57±0,09ª,A,B 
 Verde 6 0,75±0,06b,B 0,63±0,04ª,A 0,63±0,09ª,B 
  9 0,65±0,15ª,A 0,62±0,09ª,A 0,61±0,07ª,B 
  12 0,63±0,15ª,A 0,63±0,09ª,A 0,60±0,07ª,A,B 
  0 0,69±0,09ª,A 0,68±0,09ª,A 0,65±0,08ª,A 
  3 0,69±0,06ª,A 0,70±0,09ª,A 0,67±0,07ª,A,B 

Elasticidade Mista 6 0,68±0,12ª,A 0,70±0,07ª,A 0,68±0,08ª,A,B 
  9 0,68±0,07ª,A 0,69±0,06ª,A 0,71±0,08ª,B 
  12 0,72±0,07ª,A 0,68±0,07ª,A 0,69±0,07ª,A,B 
  0 0,74±0,12b,A 0,62±0,10ª,A 0,55±0,10ª,A 
  3 0,74±0,11b,A 0,61±0,07ª,A 0,57±0,09ª,A,B 
 Preta 6 0,76±0,05b,A 0,63±0,04ª,A 0,63±0,09ª,B 
  9 0,73±0,11b,A 0,63±0,08ª,A 0,61±0,07ª,A,B 
  12 0,74±0,07b,A 0,63±0,09ª,A 0,60±0,07ª,A,B 

 

 30 90 210 
  0 7828±2708b,B,C 7750±2373b,A 5706±3540ª,A 
  3 8684±2863b,C 8350±2744b,A 6546±3164ª,A 
 Verde 6 3528±1392ª, A 7508±2002b,A 6936±3218b,A 
  9 5956±3978ª,A,B 7936±4014ª,A 7920±2728ª,A 
  12 6909±5572ª,b,B,C 7938±3192c,A 6952±2449b,c,A 
  0 4809±1667b,A,B 3494±1523ª,A 4104±1393ª,b,A 
  3 4456±1357ª,A 4985±1770ª,B,C 4034±1518ª,A 

Dureza Mista 6 4323±1419ª,A 4015±1310ª,A,B 4419±1260ª,A 
  9 5614±1577b,B 4657±1315ª,B,C 4341±1231ª,A 
  12 5054±1506ª,A,B 5335±1751ª,C 4816±1232ª,A 
  0 2698±856ª,A,B 7935±2481c,A 5713±3600b,A 
  3 2601±820ª,A 8097±2754c,A 6546±3164b,A,B 
 Preta 6 2726±540ª,A,B 7508±2001b,A 6936±3217b,A,B 
  9 3089±1410ª,A,B 8169±3873b,A 7919±2728b,B 

  12 3402±1113ª,B 7938±3192b,A 6952±2449b,A,B 
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Tabela A1. Parâmetros da textura (Média ± Desvio padrão) (cont.) 
 

Parâmetro Azeitona 

 
Sal 

(%) 

Tempo (dias) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diferentes letras minúsculas na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos de 

armazenamento para uma dada concentração de sal fixa (p < 0,05). Diferentes letras maiúsculas na mesma 

coluna indicam diferenças significativas entre as concentrações de sal para um dado tempo de 

armazenamento (p < 0,05). 

 30 90 210  

   0  0,31±0,07ª,A 0,35±0,06ª,A 0,34±0,06ª,A 
   3  0,36±0,07ª,A,B 0,36±0,05ª,A 0,36±0,06ª,A,B 
  Verde 6  0,43±0,04c,C 0,35±0,06ª,A 0,39±0,07b,B 
   9  0,41±0,10ª,B,C 0,37±0,06ª,A 0,37±0,06ª,A,B 
   12  0,40±0,11ª,B,C 0,37±0,08ª,A 0,35±0,06ª,A,B 
   0  0,40±0,07ª,A 0,37±0,07ª,A 0,37±0,05ª,A 
   3  0,38±0,06ª,A 0,44±0,11b,B 0,37±0,05ª,A 
 Coesividade Mista 6  0,40±0,09ª,A 0,40±0,06ª,A,B 0,40±0,08ª,A 
   9  0,39±0,06ª,A 0,38±0,06ª,A,B 0,40±0,06ª,A 
   12  0,41±0,06ª,A 0,40±0,08ª,A,B 0,39±0,07ª,A 
   0  0,44±0,09b,A 0,34±0,06ª,A 0,34±0,06ª,A 
   3  0,43±0,10b,A 0,36±0,05ª,A 0,36±0,06ª,A,B 
  Preta 6  0,43±0,04b,A 0,35±0,06ª,A 0,39±0,07b,B 
   9  0,46±0,11b,A 0,36±0,05ª,A 0,37±0,06ª,A,B 
   12  0,41±0,05b,A 0,37±0,08ª,b,A 0,35±0,06ª,A,B 
        

    0 1443±541b,A 1654±567b,A 1037±683ª,A  

    3 1912±768b,B 1823±574b,A 1350±736ª,A,B  

  Verde  6 1095±330ª,A 1618±399b,A 1645±664b,B  

    9 1348±576ª,A 1769±842b,A 1726±490ª,b,B  

    12 1501±843ª,A,B 1778±666ª,A 1479±541ª,A,B  

    0 1294±464b,A,B 923±308ª,A 979±325ª,A  

    3 1143±355ª,A 1488±663b,B 979±333ª,A  

 Mastigabilidade Mista  6 1163±468ª,A,B 1101±316ª,A 1177±339ª,A,B  

    9 1480±416b,B 1191±331ª,A,B 1215±336ª,A,B  

    12 1463±430ª,B 1452±569ª,B 1258±356ª,B  

    0 859±261ª,A 1667±580b,A 1051±690ª,A  

    3 810±247ª,A 1746±576c,A 1350±736b,A,B  

  Preta  6 889±209ª,A 1618±399b,A 1645±664b,B  

    9 1002±435ª,A 1821±805b,A 1726±490b,B  

    12 996±243ª,A 1778±666b,A 1479±541b,A,B  

 


