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Resumo

As azeitonas de mesa sdo um produto fermentado obtido a partir dos frutos da
oliveira, Olea europaea L., sendo parte integrante da dieta da regido mediterranea. Tras-0s-
Montes € reconhecidamente uma das mais importantes regiGes produtoras em Portugal,
pretendendo-se com este trabalho contribuir para a caracterizacdo das azeitonas de mesa
produzidas de forma artesanal na regido, como um primeiro impulsionador para a criagao
de uma nova Denominacdo de Origem Protegida (DOP). Para o efeito procedeu-se a uma
caracterizacdo morfologica e fisico-quimica em 21 amostras e microbiolégica em 8
amostras provenientes da regido, maioritariamente das cultivares Cobrangosa e Negrinha
do Freixo, todas elas processadas segundo o método de fermentacdo natural e de forma
tradicional.

Na caracterizacdo morfolégica o comprimento dos frutos variou entre 20,00 mm e
24,93 mm, com uma massa média entre 2,35 g e 4,88 g e uma relacdo polpa/caroco de 3,30
a 6,72. A variabilidade observada estara relacionada com a cultivar utilizada e com fatores
agrondémicos mas nao permitiu efetuar qualquer distincdo estatistica entre grupos.

Nos parametros fisico-quimicos verificou-se que as azeitonas de mesa Sao
maioritariamente constituidas por agua (62,9% e 78,4%), seguida da gordura (10,2% e
26,6%), afetando diretamente o valor energético (131 Kcal e 267 Kcal). O teor em cinzas
foi o grupo com maior variabilidade (0,33% e 7,08%). O perfil em &cidos gordos
apresentou o acido oleico, monoinsaturado, como claramente dominante (entre 68,28%, a
82,97%) e permitiu a separacao estatistica das amostras em 2 grupos. O teor em tocoferdis
é reduzido, mas o a-tocoferol foi o isomero mais abundante em todas as amostras.

Ao nivel da seguranca microbioldgica verificou-se que todas as amostras séo
seguras, tendo sido detetados sobretudo leveduras e microrganismos aerobios mesofilos,
com valores méaximos de 1x10° UFC/ml e 2x10° UFC/ml, respetivamente, ambos na
salmoura. Foram também identificadas oito leveduras na salmoura e cinco leveduras na
polpa, todas caracteristicas do processo. Verificou-se atividade da catalase em todas as
espécies isoladas, e pontualmente algumas leveduras com capacidade de produzir -
glucosidase, proteases e amilases. Das espécies avaliadas, S. roseus foi aquela que
apresentou um elevado potencial biotecnologico, em virtude de produzir todas as enzimas

testadas.

Palavras-chave: Azeitonas de mesa; fermentacdo natural; caracterizacdo morfoldgica;
caracterizacdo fisico-quimica; acidos gordos; tocoferois; seguranca microbiologica;
identificagdo de leveduras; atividade enzimaética.
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Abstract

Table olives are a fermented product obtained from the fruit of the olive tree, Olea
europaea L., an important food product in the Mediterranean region. The objective of this
study was to contribute to the characterization of table olives produced in Tras-os-Montes,
recognized as one of the most important producing regions in Portugal, as an input for the
establishment of a new Protective Designation of Origin (PDO). For the purpose, 21
samples processed by natural fermentation in a traditional way, mostly from cultivars
Cobrancosa and Negrinha de Freixo, were collected in the region and characterized for
several morphological and physicochemical and 8 samples for microbiological parameters.

The morphological characterization revealed fruit lengths varying between 20.00
mm and 24.93 mm, with an average weight of 2.35 g to 4.88 g and a pulp/core from 3.30 to
6.72. The observed variability is known to be related with cultivar and agronomic factors
but not distinct groups were statistically assembled. Regarding the physicochemical
parameters, table olives are mainly constituted by water (62.9% to 78.4%), followed by fat
(10.2% and 26.6%), affecting directly its energetic density (131 Kcal to 267 Kcal). The ash
content was the parameter showing greater variability (0.33% and 7.08%). The total fatty
acid profile was characterized by a clear dominance of oleic acid (68.3% of the 83.0%) and
allowed the separation of the samples into two statistically different groups. The
tocopherols content was reduced but a-tocopherol was the most abundant compound.

All samples were safe from the microbiological point of view, presenting mostly
aerobic mesophilic bacteria and yeasts, with maximum values of 1x10° CFU/ml and 2x10°
CFU/ml, respectively, both in the brine. Eight yeasts were identified in brine and five
yeasts in the pulp, all characteristics of this technological process. All species presented
catalase activity and some individual yeast were capable of producing B-glucosidase,
proteases and amylases. Of the species studied, S. roseus was the only one producing all

the enzymes tested, presenting therefore the highest biotechnological potential.
keywords: Table olives; natural fermentation; morphological characterization;

physicochemical characterization; fatty acids; tocopherols; microbiological safety; yeast

identification; enzymatic activity.
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Capitulo 1

Introducao e
objetivos







A Oliveira (Olea europaea L.) é uma arvore importante nos paises Mediterranicos.
O seu fruto, a azeitona, ndo pode ser consumido na sua forma natural, devido ao seu
amargor, necessitando de sofrer transformacbes que o tornem palatdvel. Da azeitona
podem obter-se diversos produtos, sendo os principais o azeite e as azeitonas de mesa.

No processamento de azeitonas de mesa, existem diversos métodos para remover o
amargor de azeitonas ndo processadas, atribuido maioritariamente a oleuropeina. Os
métodos mais comuns de preparacdo de azeitonas de mesa sdo: azeitonas verdes de Estilo
Sevilhano, azeitonas pretas oxidadas (Estilo Californiano) e azeitonas pretas ao natural
(Estilo Grego) (Bautista-Gallego et al., 2011; Dabbou et al., 2012; Ghanbari et al., 2012;
Tofalo et al., 2012a).

O processamento por fermentacdo natural € o método mais comum em Portugal,
nomeadamente em Tras-0s-Montes, sendo o Estilo Sevilhano o que detém maior relevancia
mundial (Bautista-Gallego et al., 2011; Tofalo et al., 2012b).

Devido as suas caracteristicas sensoriais, quimicas e nutricionais, bem como ao seu
elevado teor em acidos gordos monoinsaturados e, em menor proporcao, aos tocoferois e
compostos fendlicos, as azeitonas de mesa sdo, cada vez mais consumidas e apreciadas em
todo o mundo, sendo o produto fermentado mais comum na dieta mediterranica.

Nas Gltimas duas décadas tem havido um crescimento progressivo na producgdo
mundial de azeitonas de mesa, sendo prevista para a campanha de 2011/2012 uma
producdo de cerca de 2.565.000 toneladas, fazendo assim face ao consumo previsto que
sera cerca de 2.873.500 toneladas (COl, 2011).

O sector da Olivicultura tem uma enorme importancia em Portugal, com uma area
de cultivo de aproximadamente 346 000 hectares, sendo a cultura permanente com maior
expressao, seguindo-se a vinha com aproximadamente metade deste valor (INE, 2011).
Tréas-os-Montes, detém consideravel importancia a nivel econémico, social e ambiental.
Devido as condi¢cfes pedoldgicas e climatéricas desta regido, associadas as cultivares de
azeitona tradicionais e as préaticas culturais, 0 azeite e as azeitonas de mesa obtidos em
Tréas-os-Montes tém caracteristicas Unicas e sdo de excelente qualidade (Peres et al., 2011).
Esta qualidade e genuinidade tém sido reconhecidas pela criacdo da Denominagdo de
Origem Protegida (DOP) “Azeite de Tras-0s-Montes” e “Azeitona de Conserva Negrinha
de Freixo”, ambas produzidas exclusivamente na regiéo.

Portugal é o quarto pais na Unido Europeia com maior producdo de azeitonas de
mesa, depois de Espanha, Grécia e Italia. Nos Gltimos 10 anos, a produgdo nacional média
anual foi cerca de 12 000 toneladas, registando alteracbes apreciaveis em termos de

quantidades produzidas entre as 8 000 toneladas (2005/2006) e as 19 200 toneladas
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(2006/2007). Assim, passou-se de uma situacdo em que o pais era deficitario, até a
campanha de producdo de 2005/2006, para uma situacdo em que produzimos mais do que
consumimos, a partir dessa campanha. Para 0 ano de 2011/2012 estd prevista uma
producdo de 11 000 toneladas de azeitonas de mesa em Portugal e um consumo de cerca de
7 000 toneladas (COlI, 2011).

No que respeita as cultivares de oliveira, apesar de todas poderem ser utilizadas
para a producdo de azeitonas de mesa, algumas possuem propriedades mais adequadas,
nomeadamente o tamanho do fruto, o seu sabor, forma, firmeza, relacdo polpa/caroco e
facilidade de desprendimento da polpa do respetivo caroco (Barranco et al., 2001; Rejano
et al., 2010; Cabezas, 2011).

No nosso pais existem cultivares de azeitona com diferentes aptidées. Umas sdo
ideais para a producdo de azeite e outras para a producdo de azeitona de mesa, existindo
ainda algumas com dupla aptiddo. Na Tabela 1 estdo representadas algumas das cultivares

existentes em Portugal, evidenciando as suas aptiddes.

Tabela 1. Algumas cultivares de azeitona existentes em Portugal e respetivas aptiddes
(Leitdo et al., 1986; Monteiro,1999).

Cultivares
Azeite Azeitona de Mesa Dupla aptidao
Madural Galega Vulgar Cobrancgosa
Verdeal Transmontana Azeiteira Carrasquenha
Picual Negrinha Redondil
Gordal Conserva
Redondal
Macanilha

Macanilha Algarvia
Cordovil de Serpa
Cordovil de Castelo Branco
Verdeal de Serpa

Bical de Castelo Branco

As azeitonas de mesa de Tras-os-Montes gozam de grande popularidade e
considera-se que possuem caracteristicas Unicas ao nivel sensorial, que deverdo ser
caracterizadas e valorizadas. Neste sentido, e respondendo a uma solicitagdo da AOTAD

(Associacdo de Olivicultores de Tras-os-Montes e Alto Douro), com o presente trabalho



pretende-se proceder a caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica das diferentes
amostras provenientes de produtores da regido de Tras-os-Montes, como sendo um
primeiro passo para a sua caracterizagéo e valorizagao.

Este trabalho incide apenas em duas cultivares, Cobrancosa e Negrinha de Freixo,
ambas com maior prevaléncia na regido de Tras-os-Montes. Neste sentido € de referir que
a Cv. Cobrancosa é utilizada principalmente para a producdo de azeite (Alves, 2007), ndo
sendo tipicamente utilizada para conserva, e € caracterizada pela sua boa resisténcia e
produtividade, com frutos de tamanho médio, forma geralmente elipsoidal e bom
rendimento em azeite. No entanto, nos ultimos anos os frutos desta cultivar tém sido muito
procurados para a elaboracdo de azeitonas de mesa e no mercado regional o prego desta
azeitona em peso €, em muitos casos, superior ao da Cv. Negrinha de Freixo.

Por outro lado, a Cv. Negrinha de Freixo é utilizada principalmente para producao
de azeitonas de mesa, tem frutos médios, de forma ovoide ou elipsoidal e apresenta fraco
rendimento em azeite (Monteiro, 1999).

No contexto apresentado, e uma vez que a preparacdo de azeitonas de mesa tem
tido um impulso crescente na regiao, 0s objetivos do presente trabalho sdo:

= Proceder a caracterizacdo morfologica de diferentes amostras de azeitonas de

mesa produzidas na regido de Tras-os-Montes;

= Proceder a sua caracterizacdo fisico-quimica, incidindo na determinacdo do

teor de humidade, gordura, proteina bruta e cinzas de cada uma das amostras, e
no célculo do teor em hidratos de carbono e valor energético;

= Determinar o seu perfil em &cidos gordos por GC/FID e a composi¢do em

tocoferdis por HPLC/FD;

= Verificar a sua seguranca microbioldgica, de modo a atestar se sdo seguras para

0 consumidor.

Em termos gerais pretende-se obter conhecimento que possa ser integrado na

criacdo de uma DOP de “Azeitonas de mesa de Trés-o0s-Montes”.



Capitulo 2

Caraterizacao das
Azeitonas de Mesa







2.1. Definicdo de “Azeitonas de Mesa”

Entende-se por “Azeitonas de mesa” o produto preparado a partir de frutos sdos de
variedades da espécie Olea europaea L., escolhidos consoante as suas caracteristicas
fisico-quimicas e que os tornam adequados para o processamento de azeitonas de mesa,
processados para remover 0 Sseu amargor, conservados por meios que assegurem a sua
estabilidade e evitem a sua deterioracdo em condigdes normais de armazenamento, com ou
sem adicdo de conservantes e embalados, com ou sem um meio liquido (Codex
Alimentarius, 2010).

Também de acordo com a Norma Portuguesa NP — 3034 (1987), deve-se ter em
atencdo a escolha das cultivares adequadas para preparacdo de azeitonas de mesa, bem
como saber que os frutos tratados com pesticidas cujos residuos ndo possam ser eliminados

ou reduzidos a teores indcuos, ndo devem ser utilizados.

2.2. Anatomia geral do fruto da Oliveira - Azeitona

A oliveira (O. europaea) é uma arvore pertencente a familia Oleaceae e é a Unica
espécie desta familia que produz frutos comestiveis (COIl, 1996; Barranco et al., 2001).

O fruto da oliveira tem a estrutura basica de uma drupa, sendo constituido por trés
tecidos principais: epicarpo (pele), mesocarpo (polpa) e endocarpo (carogo), mas exibe
algumas diferencas morfoldgicas e fisico-quimicas que o tornam distinto das restantes
drupas (Fernandez et al., 1997; Barranco et al., 2001; Cabezas, 2011; Hammami et al.,
2011).

Mesocarpo

Endocarpo

Epicarpo

Figura 1. Corte transversal de uma azeitona, expondo os seus diferentes constituintes.

A colheita do fruto decorre a partir de setembro até ao inicio do Inverno, e a sua

maturagdo varia de um forma dependente tanto da cultivar como das caracteristicas



desejadas para o produto final (Galanakis, 2011). A azeitona pode apresentar coloragdes
distintas, variando desde o verde ao negro-purpura (Pinheiro et al., 2005; Cabezas, 2011).

O processo de crescimento e amadurecimento da azeitona pode demorar cerca de 5
meses em condi¢Oes climaticas normais (Ghanbari et al., 2012), sendo o tamanho dos
frutos, na sua globalidade, influenciado por diversos fatores, como a disponibilidade de
agua, a temperatura ou as diferencas genéticas entre as cultivares (Hammami et al., 2011).
O tecido que apresenta maior dimensdo é 0 mesocarpo, que representa cerca de 84-90% do
peso total fruto (Galanakis, 2011; Ghanbari et al., 2012), e o endocarpo, mas 0 seu
tamanho esta dependente da variedade ou cultivar (Hammami et al., 2011).

Para a producdo de azeitonas de mesa sdo mais adequados os frutos maiores (peso
unitério superior a 4 g) e com uma maior quantidade de polpa relativamente ao carogo, no
entanto a forma e textura do fruto também revelam alguma importancia (Ghanbari et al.,
2012).

2.3. Classificacao das Azeitonas

Segundo o Codex Alimentarius (2010) e o Conselho Oleicola Internacional (COl,

2004), pode considerar-se trés tipos de azeitona de mesa, consoante o grau de maturacao

dos frutos:

: I
Azeitonas verdes: Frutos colhidos durante o periodo de
amadurecimento (no inicio do Outono) e que tenham atingido o

tamanho normal. A cor do fruto pode variar de verde a amarelo-palha.

~
Azeitonas mistas: Frutos colhidos antes de atingirem a completa
maturagdo, no Inverno, com uma cor variavel entre tons rosados e

acastanhados.

~
Azeitonas pretas: Frutos colhidos em plena maturacdo ou

ligeiramente antes. A cor do fruto pode variar de negro-avermelhado a

castanho-escuro, passando por tons violaceos, atendendo a zona de

producdo e época de colheita.




A classificacdo apresentada apenas diz respeito ao tipo de azeitonas que estdo na
origem da azeitona de mesa. Ainda de acordo com as normas apresentadas no Codex
Alimentarius (2010), tendo em conta os diferentes processos tecnolégicos, podemos ter

azeitonas com diferentes designacdes, entre as quais:

I

Azeitonas verdes, mistas ou pretas tratadas: sdo submetidas a um
tratamento alcalino, embaladas em salmoura, onde ocorre fermentacao

parcial ou completa, e preservadas ou ndo por agentes acidificantes.

N

Azeitonas verdes, mistas ou pretas ao natural: sdo directamente
colocadas em salmoura, onde ocorre fermentacdo parcial ou completa, e

preservadas ou ndo por agentes acidificantes.

\
Azeitonas verdes, mistas ou pretas desidratadas ou enrugadas: sé&o
submetidas ou ndo a um tratamento alcalino, conservadas em salmoura ou
parcialmente desidratadas em sal seco e/ou por aquecimento ou por

qualquer outro processo tecnolégico.

™
Azeitonas verdes ou mistas escurecidas por oxidacao: sdo conservadas

em salmoura, ocorrendo ou ndo fermentagéo, e escurecidas por oxidagao

com ou sem meio alcalino, devendo ser conservadas em recipientes

herméticos e esterilizadas pelo calor.

\
Especialidades: sdo azeitonas de mesa preparadas segundo outros
métodos, distintos dos anteriores. Pode-se considerar como exemplo as

"alcaparras".
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No entanto, as azeitonas de mesa podem ainda ser apresentadas em diferentes
estilos, sendo alguns exemplos:

Azeitonas inteiras: Com forma natural, ndo descarocadas, com ou sem

pedunculos;

+ Retalhadas: azeitonas inteiras onde a polpa é golpeada sem quebrar o carogo;

« Divididas: azeitonas inteiras que sofrem um corte longitudinal da pele e de
parte da polpa.

Azeitonas descarocadas: Com forma natural, as quais foi retirado o caroco;

« Divididas: azeitonas cortadas em duas partes aproximadamente iguais, podem
ser recheadas;

« Em quartos: azeitonas divididas em quatro partes aproximadamente iguais;

« Em fatias: azeitonas divididas em mais de quatro partes aproximadamente
iguais;

« Picadas: azeitonas desprovidas de forma definida ou de fragementos de fatia;

* Quebradas: azeitonas partidas enquanto sdo descarocadas, podem ser

recheadas.

'\

Azeitonas recheadas: azeitonas descarocadas e recheadas com diversos
produtos, tais como: pimento, cebola, aveld, améndoas, aipo, anchdva, de

laranja, casca de limédo, azeitonas ou com pastas de azeitona.

'\

Pasta de Azeitona: Obtida exclusivamente a partir da polpa de azeitona

triturada.

11




2.4. Meétodos de Preparacéo

O processamento das azeitonas tem como principal objetivo a remocao da amargura
dos frutos por hidrolise dos compostos fendlicos, especialmente oleuropeina (Aponte et al.,
2010), o composto fendlico mais abundante nas azeitonas ndo processadas (Soler-Rivas et
al., 2000; Parinos et al., 2007). Existem varios métodos distintos de regido para regido
(Arroyo-Lopez et al., 2008), que podem resultar em diferentes tipos de fermentacfes, mas
que na sua globalidade se devem a atividade microbioldgica presente, essencialmente
Enterobacteriaceae, bactérias acido lacticas e leveduras, que permitem modificacdes no
aroma e sabor do produto final, mas também na sua qualidade (Bautista-Gallego et al.,
2011; Dabbou et al., 2012; Tofalo et al., 2012a).

Os métodos de processamento das azeitonas de mesa com maior importancia a
nivel internacional sdo as azeitonas de fermentacdo natural (Estilo Grego), as azeitonas
verdes (Estilo Sevilhano ou Espanhol) e as azeitonas pretas oxidadas (Estilo Californiano
ou Americano) (Aponte et al., 2010; Malheiro et al., 2012; Bautista-Gallego et al., 2011;
Ghanbari et al., 2012). Para além dos aspetos culturais, a escolha do método de
processamento devera ter em conta a cultivar, o estado de maturacdo do fruto e a
tecnologia de transformacéo disponivel (Dabbou et al., 2012).

Independentemente do tipo de processamento optado, este deve ser realizado
respeitando o cddigo de boas praticas sanitarias, de modo a garantir caracteristicas
guimicas e microbioldgicas corretas (Dabbou et al., 2012).

De seguida far-se-4 uma breve descri¢do dos métodos mais utilizados.

Azeitonas de Fermentacdo Natural

Para a preparacdo de azeitonas de fermentacdo natural os frutos devem ser colhidos
em estado de maturagdo conveniente, com uma textura suficientemente firme (Pereira et
al., 2006; Cardoso et al., 2010; Panagou et al., 2011). No entanto, dependendo da regido de
producdo e da época de colheita, os frutos podem apresentar coloragdes que variam desde
verde a avermelhado-escuro e serem igualmente ideais para a preparagdo deste tipo de
azeitonas (Fernandez et al., 1997).

Apols a sua colheita, procede-se ao transporte das azeitonas para a unidade
industrial, o mais rapidamente possivel de modo a evitar a sua deterioragdo, onde séo
escolhidas, para remover os frutos com defeitos, calibradas e posteriormente lavadas com

agua para remover a sujidade superficial (Fernandez et al., 1997; Nychas et al., 2002).
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Posteriormente, as azeitonas sdo colocadas diretamente numa salmoura
(Campaniello et al., 2005; Cabezas, 2011; Ghanbari et al., 2012), sem nenhum processo
prévio para remover o0 seu amargor, com uma concentracao de sal que pode variar entre 8 a
10% (Panagou et al., 2008; Rejano et al., 2010), embora em zonas mais frias se possam
utilizar concentracdes inferiores, proximas dos 6% (Nychas et al., 2002; Romero et al.,
2004; Gomez et al., 2006).

Inicia-se assim uma fermentacdo natural e espontanea, que se pode dar em
condicdes de anaerobiose ou aerobiose, e pela qual é responsavel, na sua maioria, uma
complexa microflora de leveduras, cuja atividade é estimulada pela elevada quantidade de
sal utilizada (Hurtado et al., 2008; Aponte et al., 2010). No entanto também interagem
bactérias Gram-Negativas e bactérias acido-lacticas (Panagou et al., 2011), sendo estas
parcialmente inibidas devido a presenca de compostos fendlicos (Bautista-Gallego et al.,
2011). Durante o processo de fermentacdo, a hidrolise da oleuropeina € atribuida ao pH
acido e a actividade da B-Glucosidase produzida pelas leveduras (Psani & Kotzekidou,
2006).

A fermentacdo destas azeitonas é lenta, devido a demorada difusdo dos compostos
sollveis através da pele da azeitona para o exterior, bem como a lenta solubilizacdo da
propria oleuropeina na salmoura, sendo o equilibrio alcancado entre 8 a 12 meses
(Fernandez et al., 1997; Gomez et al., 2006; Hurtado et al., 2008), quando todos os
substratos fermentaveis (na sua maioria agucares) se esgotam (Cardoso et al., 2010).

O processo de fermentacdo € assim limitado pela flora microbiana disponivel que,
por sua vez, depende da disponibilidade dos substratos fermentaveis, do contetudo de sal,
do pH e da temperatura, bem como das condic¢des de anaerobiose ou aerobiose utilizadas e
dos compostos antimicrobianos presentes, como 0s compostos fendlicos. Neste sentido, de
modo a melhorar a fermentacdo e produzir produtos de melhor qualidade, é necessario
controlar estes parametros que influenciam o metabolismo da microflora existente (Nychas
et al., 2002; Panagou et al., 2008; Tofalo et al., 2012b).

Depois do processo de fermentacao as azeitonas séo oxidadas por exposi¢éo ao ar,
de modo a melhorar a sua cor, ndo devendo este passo demorar mais de 48 h para que ndo
ocorra enrugamento das mesmas (Gomez et al., 2006; Rejano et al., 2010).

A fracdo fenolica das azeitonas é de extrema importancia no que respeita as suas
caracteristicas fisicas e sensoriais (Marsilio et al., 2001b), revelando também propriedades
antioxidantes (Othman et al., 2009) e antimicrobianas (Sousa et al., 2006), sendo essencial
referir que os principais compostos fendlicos presentes nas azeitonas pretas antes de

sofrerem a fermentacdo natural sdo a oleuropeina, hidroxitirosol, hidroxitirosol-4-4-
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glucésido, tirosol, salidroside e verbascosideo, enquanto ap0s 12 meses de fermentacéo os
principais compostos fenolicos passam a ser o hidroxitirosol, seguido por hidroxitirosol
acetato, tirosol acetato e tirosol (Romero et al., 2004).

Apls o processo de oxidacdo as azeitonas podem ser embaladas numa nova
salmoura apropriada e comercializadas (Fernandez et al., 1997), devendo ser garantida a
sua conservacdo ap6s 0 embalamento, mediante processos de pasteurizacdo ou
esterilizagdo do produto (Cabezas, 2011), ou adicdo de substancias conservantes, como o
sorbato de potassio ou sorbato de sodio (Fernandez et al., 1997; Gomez et al., 2006).

E de salientar que as azeitonas produzidas segundo o método de fermentagio
natural, com ou sem adicdo de substdncias aromaticas, ttm um sabor a fruto mais
acentuado e conservam um ligeiro amargor, devido essencialmente a presenca de
polifendis residuais, originando um produto de alto valor nutritivo, com uma textura e cor
caracteristicos (Barranco et al., 2001; Romero et al., 2004; Kanavouras et al., 2005;
Cabezas, 2011; Panagou et al., 2011).

Azeitonas verdes (Estilo Espanhol ou Sevilhano)

O primeiro passo para 0 processamento de azeitonas de estilo espanhol é a colheita
dos frutos com uma coloracédo verde ou verde-palha (Ferndndez et al., 1997; Romero et al.,
2004). De seguida as azeitonas s&o transportadas para a unidade industrial onde sdo
escolhidas e classificadas por tamanho, e sofrem um tratamento alcalino com uma solugéo
de hidroxido de sédio (NaOH), de modo a remover quimicamente o seu amargor (Gomez
et al., 2006; Rodriguez-Gomez et al., 2012), e a aumentar a permeabilidade da parede
celular (Arroyo-Lopez et al., 2008), ocorrendo essencialmente hidrélise da oleuropeina,
que é labil em condicGes alcalinas (Parinos et al., 2007). Este tratamento deve durar até
que o NaOH atinja cerca de dois tercos da polpa (Parinos et al., 2007; Rejano et al., 2010;
Rodriguez-Gomez et al., 2012). A concentracdo de NaOH adequada depende de varios
fatores como a temperatura, a cultivar, o grau de maturacdo dos frutos aquando do
momento da colheita (Fernandez et al., 1997) e a qualidade da agua da salmoura (Rejano et
al., 2010).

Ap0s o tratamento alcalino, os frutos sdo submetidos a alguns ciclos de lavagens
com agua, por periodos de tempo variaveis, para remover 0 excesso de NaOH (Soler-Rivas

et al., 2000; Castro & Brenes, 2001) e séo colocados numa salmoura com concentracao de
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NaCl variavel entre 6-8%, onde sofrem uma fermentacdo lactica esponténea,
principalmente por bactérias lacticas (Montafio et al., 2003; Panagou et al., 2006b; Aponte
et al.,, 2010; Rodriguez-Gémez et al., 2012). A duragdo da fermentacdo depende das
caracteristicas do tratamento alcalino prévio, da cultivar, da temperatura, da populacéo
microbiana presente (Fernandez et al., 1997) e da presenca de compostos inibidores, como
0s compostos fenolicos (Brenes et al., 1995).

Na fermentagdo podem ser identificadas quatro fases distintas, caracterizadas pelo
crescimento de diferentes populagdes microbianas (Montafio et al., 2003). Na primeira fase
as principais espécies presentes sdo bactérias Gram-negativas, na sua maioria pertencentes
a familia Enterobacteriaceae. A segunda fase comeca normalmente quando o pH do meio
baixa para 6 e dura cerca de duas semanas, havendo um crescimento progressivo de
bactérias acido-lacticas e leveduras e uma diminuicdo gradual de bactérias Gram-
negativas. Na terceira fase ocorre um abundante crescimento de lactobacillus,
principalmente Lactobacillus plantarum tornando-se a espécie dominante na fermentacéao
(Fernandez et al., 1997; Panagou et al., 2006a; Rejano et al., 2010). O crescimento desta
bactéria lactica provoca o aumento da acidez do meio, pelo aumento da producdo de acido
lactico, obtendo-se assim valores de pH muito baixos (Panagou et al., 2006b). A quarta
fase comeca quando maioria dos substratos fermentaveis termina, ocorrendo diminuicéo do
acido lactico e um ligeiro aumento do pH, sendo a principal género presente a
Propionibacterium (Fernandez et al., 1997; Barranco et al., 2001). No entanto, a populacao
microbiana existente na salmoura é também influenciada pela microbiota natural presente
nas azeitonas, por fatores intrinsecos do fruto como o pH, atividade da &4gua ou pelos niveis
de compostos com atividade antimicrobiana, como a oleuropeina, e por factores
extrinsecos ao fruto, como a temperatura, a disponibilidade de oxigénio e a concentragédo
de sal na salmoura (Hurtado et al., 2008).

Quando ocorrer 0 esgotamento dos substratos fermentaveis e a fermentacéo estiver
concluida, as azeitonas sdo novamente escolhidas e classificadas por tamanhos e sdo
acondicionadas inteiras, descarogcadas ou recheadas (Goémez et al., 2006; Arroyo-Lopez et
al., 2008). De modo a estabilizar e a garantir a preservacdo do produto final, as azeitonas
embaladas podem ser ainda submetidas a um processo de pasteurizacdo (15 minutos a
62,4°C) (Fernandez et al., 1997).
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Azeitonas pretas oxidadas (Estilo Californiano ou Americano)

As azeitonas usadas para a preparacdo de azeitonas pretas oxidadas podem ser
colhidas em periodos muito variaveis, podendo apresentar varios estados de maturacao,
com coloracao desde o verde ao negro (Fernandez et al., 1997; Mafra et al., 2003; Romero
et al., 2004).

Antes do processamento as azeitonas podem ser armazenadas durante 2 a 6 meses,
dependendo das necessidades de producédo, sob condi¢des anaerdbias numa salmoura com
uma concentracdo de NaCl de 5-10% (Bianchi, 2003; Mafra et al., 2003), ou podem ser
sujeitas diretamente a processos de oxidacdo sem qualquer tipo de preservacdo (Gomez et
al., 2006; Ghanbari et al., 2012).

As azeitonas sdo sujeitas a tratamentos sucessivos com solucbes de hidroxido de
sodio (NaOH), por periodos de tempo varidveis, de modo que ocorra uma penetracdo
progressiva desde a pele a polpa e, por fim, ao caroco (Marsilio et al., 2001b). Entre cada
tratamento as azeitonas sdo arejadas através de passagens de ar pelo liquido, de modo a que
estas sejam oxidadas uniformemente (Mafra et al., 2003; Arroyo-Lopez et al., 2010). A
concentracdo das solucbes de NaOH depende do estado de maturacdo dos frutos, da
cultivar, da temperatura do tratamento e da penetracdo desejada (Fernandez et al., 1997;
Gomez et al., 2006; Rejano et al., 2010).

E necessario salientar a importancia dos compostos fendlicos neste processo, pois
estes representam o substrato para as enzimas oxidativas, essenciais para a formacéo da cor
negra caracteristica destas azeitonas (Marsilio et al., 2001b)

Apos lavagens com agua para remover o excesso de NaOH e baixar o pH da polpa
para cerca de 8 (Marsilio et al., 2001b; Bianchi, 2003), sdo adicionados sais de ferro, como
o0 gluconato ferroso ou lactato ferroso, para melhorar e manter a cor preta das azeitonas
(Soler-Rivas et al., 2000; Pereira et al., 2006; Arroyo-Lopez et al., 2008).

Por fim, as azeitonas sdo escolhidas e embaladas em salmoura, em diferentes
recipientes, contendo ainda uma ligeira quantidade de um dos sais de ferro mencionados,
de forma a prevenir a deterioragdo da cor negra. Pode-se garantir a conservagao do produto
final, sujeitando-o a esterilizagdo pelo calor (Ghanbari et al., 2012), & adig¢do de acidos,
como o acido lactico ou gluconico, que o tornam um produto acidificado (pH< 4,6), ou a
pasteurizaces (Gomez et al., 2006).

As azeitonas podem ser acondicionadas com diversas formas de apresentagdo como
inteiras, descarocgadas, fatiadas ou em pasta de azeitona (Gomez et al., 2006; Arroyo-L0pez
et al., 2008).
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Na Figura 2 apresenta-se uma breve esquematizacao

utilizados.

Colheita

Lavagem

Salmoura (NaCl 8 —10%)
e Fermentacio

Oxidacio por exposicio

ao ar

Seleccao e Classificacio

Acondicionamento

Fermentacdo Natural

Colheita

Tratamento Alcalino
(NaOH 2 - 5%)

Lavagem

Salmourae
Fermentacio

Lavagem

Acondicionamento

Inteiras/ Descarocadas/
Recheadas

Estilo Espaniol

dos trés métodos mais

Colheita

Conservaciao em Salmoura

Tratamento Alcalino (NaOH
1-2%)

Lavagens cominjeccao de ar
(Gluconato ferroso 0,1%)

Seleccao e Classificacio

Acondicionamento

Inteiras/ Descarocadas

Estiloe Californiano

Figura 2. Sintese dos trés principais métodos de processamento de Azeitonas de Mesa.

Outros tipos de preparacoes

Existe um grande nimero de preparagdes para além dos mencionados, no entanto a

sua importancia é, de uma maneira geral, revelada ao nivel regional ou local.

A titulo de exemplo referem-se dois tipos de preparagdes tradicionalmente Gregas.

As azeitonas negras do tipo “Kalamata”, cuja preparacéo envolve essencialmente o corte

das azeitonas e a sua colocacdo em vinagre ou salmoura, que Ihes confere uma coloragéo

escura e um sabor predominantemente avinagrado e amargo, e as azeitonas pretas naturais

“Estilo Thurba”, produzidas a partir da Cv. Thurbolea, caracterizadas por perderem o seu

amargor diretamente na oliveira, sem necessitarem de fermentacdo, sendo apenas

desidratadas ao sol (Fernandez et al., 1997).
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Outro exemplo séo as “Alcaparras” produzidas na regido de Tras-os-Montes, em
Portugal. Neste tipo de preparacdo as azeitonas sdo descarogadas e a polpa € imersa em
agua, que deve ser trocada trés a quatro vezes durante uma semana, para remover o seu
amargor. Apos este processo as azeitonas podem ser salgadas e consumidas aromatizadas
com especiarias ou azeite. (Malheiro et al., 2011; Sousa et al., 2008; Sousa et al., 2011).

De uma maneira geral, os métodos de processamento considerados tradicionais

constituem excegdes relativamente aos métodos mencionados anteriormente.

2.5. Composicdo Quimica

A qualidade das azeitonas de mesa, enquanto produto final, estd intimamente
relacionada com a sua composi¢do quimica e propriedades fisicas. A composi¢do quimica
das azeitonas pode variar, dependendo de diversos fatores como: cultivar (Conde et al.,
2008; Ghanbari et al., 2012), aspetos agronémicos (Sousa et al., 2011; Ghanbari et al.,
2012); regime de irrigacdo (Ghanbari et al., 2012), métodos de processamento (Montafio et
al., 2005; Dabbou et al., 2012), condi¢bes climaticas e estado de desenvolvimento e
maturacdo do fruto na altura da colheita (Conde et al., 2008).

O método de processamento das azeitonas de mesa contribui para alteracfes na sua
composi¢do quimica, no sentido em que provoca o aumento dos teores de agua e sal
durante a penetracdo do NaCl no fruto, bem como uma reducdo no teor em hidratos de
carbono, em particular os acgucares soluveis, que sdo consumidos pelos microrganismos
durante a fermentacdo para obtengéo de energia e carbono. Pode ainda provocar a perda de
alguns constituintes minoritarios, mas ndo com inferior importancia, como 0s compostos
fendlicos (Fernandez et al., 1997; Marsilio et al., 2001a; Unal & Nergizb, 2003; Malheiro
etal., 2012).

A qualidade textural da polpa de azeitona é diretamente influenciada pelo seu
conteddo em polissacarideos e substancias pécticas. Durante o processamento e
armazenamento das azeitonas as substancias pécticas sdao hidrolisadas por enzimas
pécticas, ocorrendo uma diminuicao da firmeza do fruto (Bianchi, 2003).

O mesocarpo é maioritariamente constituido por agua, de 70 a 75%, e uma fracao
lipidica que varia de 12 a 30%, dependendo do estado de maturagdo das azeitonas e da
variedade (Bianchi, 2003; Pinheiro et al., 2005). Apresenta um teor relativamente baixo em
acucares (2-5%), prevalecendo a glucose (1 a 3% do peso da polpa) e a frutose (0,1 a

1,1%) comparativamente a sacarose e ao manitol, e em proteinas (3%), sendo o restante
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constituido por fibra e minerais (Fernandez et al., 1997; Bianchi, 2003; Conde et al., 2008;
Sakouhi et al., 2008).

Quanto a composicdo lipidica, a maioria dos &cidos gordos sdo monoinsaturados,
sendo a sua proporcéo regulada por fatores genéticos como a cultivar, mas também por
fatores pedoldgicos como as condi¢Bes ambientais (Malheiro et al., 2012). O &cido oleico
(C181) € 0 acido gordo mais abundante nas azeitonas de mesa, seguindo-se o0 &cido
palmitico (Cys:0) € 0 acido linoleico (Cigs), sendo o teor em &cidos gordos saturados
inferior a 15% do total de lipidos (Conde et al., 2008; Sakoubhi et al., 2008; Malheiro et al.,
2012).

Ainda na fracgdo lipidica é possivel detetar compostos com atividade antioxidante e
vitaminica, que conferem protecdo contra a peroxidacdo lipidica, como sejam o0s
tocoferois, sendo o a-tocoferol o que se apresenta em maior quantidade, variando entre
2,26 e 5,66 mg/kg (Sousa et al., 2011; Malheiro et al., 2012), sendo este valor dependente
da cultivar (Sakouhi et al., 2008), e estando a sua acdo vitaminica particularmente
associada a protecdo do organismo contra os radicais livres (Sousa et al., 2011).

Os 4&cidos organicos apresentam atividade metabdlica e resultam da formacdo e
transformacédo de outros compostos (Ghanbari et al., 2012). No entanto, o teor em acidos
orgénicos, nomeadamente em acidos oxalico, succinico, mélico e citrico, pode variar numa
percentagem entre 1,2 a 2,1% do peso da polpa em matéria seca, e a sua concentracao
aumenta até & maturacdo, estabilizando quando esta é atingida (Bianchi, 2003). E de
salientar que os acidos lactico, acético e propidnico sdo os que predominam na salmoura,
contrariamente aos principais encontrados na polpa, que sdo os acidos citrico e malico
(Panagou et al., 2008; Tofalo et al., 2012b).

O teor em cinzas ndo varia de forma muito consideravel com a cultivar e pode
apresentar valores entre 1,6 — 1,9% (Malheiro et al., 2012).

Os compostos fenolicos e secoiridoides tém influéncia nas caracteristicas sensoriais
da azeitona, enquanto fruto fresco (Vinha et al., 2005), mas também apresentam enorme
importancia nas propriedades quimicas, organoléticas e nutricionais do azeite virgem e das
azeitonas de mesa (Rodriguez et al., 2009).

Os polifenois, antioxidantes naturais, constituem um dos principais metabolitos
secundarios da azeitona, representando cerca de 2,0 - 2,5% da polpa (Pereira et al, 2006).
A diminuicdo da concentragdo da oleuropeina promove 0 aumento de outros compostos
como o hidroxitirosol, que se torna o principal composto fendlico nas azeitonas de mesa
processadas, bem como o tirosol, a rutina, a quercitina e os acidos cafeico, vanilico e o-

p-coumarico (Romero et al., 2004; Malheiro et al., 2012).
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2.6. Protecdes Institucionais de Azeitonas de Mesa em Portugal

Uma Denominacédo de Origem Protegida (DOP) € a designacdo dada a um produto
cuja producéo, transformacao e elaboracdo ocorrem numa area geografica delimitada, com
um saber fazer reconhecido e verificado, que conferem ao produto caracteristicas Unicas.

Em Portugal, existem duas DOP de azeitonas de mesa, que serdo apresentadas

resumidamente.

Azeitonas de Conserva Negrinha de Freixo

As “Azeitonas de Conserva Negrinha de Freixo” foram criadas pelo despacho
normativo n°® 293/93, de 1 de Outubro, e as suas principais caracteristicas podem ser
encontradas no caderno de especificacdes disponivel em http://ec.europa.eu/agriculture/
quality/door/registeredName.html?denominationld=111.

Sao consideradas “Azeitonas de Conserva Negrinha de Freixo”, com Denominagao
de Origem Protegida (DOP), as azeitonas produzidas a partir da Oliveira Olea europaea
sativa Hoffg Link, da cultivar Negrinha de Freixo, produzidas numa éarea geografica
delimitada, constituida pelos concelhos de Vila Nova de Foz Coba, Freixo de Espada a
Cinta, Torre de Moncorvo, Alfandega da Fé, Vila Flor, Mirandela e Macedo de Cavaleiros.

Para a preparacdo destas azeitonas devem ser utilizados frutos sdos, inteiros, em
estado de maturacdo apropriado, cuja cor vai do verde amarelado ao negro violaceo,
isentos de defeitos e matérias estranhas, com forma arredondada lisa terminando num
ligeiro bico, consisténcia firme, peso de 3 a 5g e volume de 3 a5 cm®. O caroco é pequeno
e destaca-se facilmente da polpa.

Esta cultivar apresenta um rendimento em gordura de 12 a 15% e a percentagem da
polpa é de cerca de 83%, tendo assim mais aptiddo para producdo de azeitonas de mesa do
que azeite.

SO sdo permitidas as azeitonas provenientes de olivais que ndo tenham sofrido
aplicacdo de pesticidas ou tratamentos fitossanitarios. A colheita é feita manualmente e,
posteriormente, a azeitona € calibrada. SO podem ser consideradas DOP as azeitonas
classificadas na categoria extra e calibradas nas classes de 201 a 400 frutos/Kg, de acordo
com os critérios e tolerancias estabelecidos na NP — 3034 (1987).

A apresentacdo comercial pode ser feita sob trés aspetos, consoante o tratamento:
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= Azeitona Tipo Verde: Azeitonas sdo preparadas em salmoura, sendo os frutos

colhidos de cor verde a verde amarelado e tratados com uma solucéo diluida de
hidréxido de sodio de 1,5% a 2,5%. De seguida sdo realizadas lavagens com
agua para eliminar a soda e séo colocadas em salmoura a cerca de 10%, onde se
produz a fermentacdo lactica. Depois de terminada a fermentacdo, podem-se

comercializar em embalagens de varios tamanhos, inteiras ou descarogadas.

= Azeitonas Negras Tratadas: Azeitonas sdo obtidas a partir de frutos ndo
totalmente maduros, colhidos na mudanca da cor verde para negro violaceo,
enegrecidos por oxidacdo, sendo o amargo eliminado por um ou Varios
tratamentos com solucdo de hidréxido de sédio, seguidos de lavagens com &gua
e submersdo dos frutos numa solucdo de gluconato ferroso a 0,1%, para fixar a
cor. S8o embalados em salmoura e conservados pelo calor ou pela adicdo de
acidificantes.

= Azeitonas Maduras em Salmoura: Azeitonas sdo produzidas a partir de frutos

colhidos em plena maturagdo ou um pouco antes, apresentando uma cor negra
violacea uniforme. As azeitonas sdo colocadas em salmoura a 8 - 10%, onde
sofrem uma fermentacdo, durante 6 a 9 meses até perderem o sabor amargo mas
mantendo o sabor de fruto. O enegrecimento € feito por exposicéo ao ar durante
a escolha e classificacdo dos frutos que sdo comercializados em latas de 10 a

15kg de peso escorrido.

Azeitonas de Conserva de Elvas e Campo Maior

As “Azeitonas de Conserva de Elvas e Campo Maior” foram criadas pelo
Regulamento (CEE) N° 2081/92 do Conselho, e as suas principais caracteristicas podem
ser encontradas no caderno de especificacdes disponivel em http://ec.europa.eu/agriculture/
quality/door/registeredName.html?denominationld=112.

Azeitonas de Conserva de Elvas e Campo Maior séo o produto preparado a partir de
frutos de variedades apropriadas da espécie Olea europaea sativa Hoffg Link (cultivares
Azeiteira, Carrasquenha, Redondil e Conserva), em estado de matura¢do conveniente,
provenientes exclusivamente de olivais localizados nos concelhos de Elvas e Campo
Maior.

Dos processos tecnoldgicos admitidos destacam-se a Cura em salmoura de azeitona
verde adocada, a Cura em salmoura de azeitona verde ao natural pisada (britada) e a Cura

em salmoura de azeitona mista ao natural retalhada.
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A escolha das cultivares Azeiteira, Carrasquenha, Redondil e Conserva centra-se no
facto destas cultivares apresentarem um reduzido rendimento em azeite e uma alta
produtividade, tendo assim uma maior aptidao para conserva em verde.

Relativamente as caracteristicas fisicas destas azeitonas, devem apresentar cor
verde-claro a verde amarelado, no caso das azeitonas verdes, e verde-claro a negro para as
azeitonas mistas. O calibre vai desde os 240 aos 360 frutos/kg, dependendo do processo de
transformacdo que irdo sofrer. Estas cultivares de azeitonas apresentam uma relagéo
polpa/caroco superior a 5 e facil descarocamento.

Quimicamente, as “Azeitonas de Conserva de Elvas e Campo Maior” apresentam
um pH igual ou menor que 4, acidez livre superior a 0,6 g/100 ml de &cido lactico e cloreto
de sddio entre 6,5 e 7,5 g/100 ml de salmoura.

A colheita de azeitonas deve ser feita manualmente ou por ripagem, evitando danos
nos frutos, e o estado de maturacdo das azeitonas depende do processo de transformacéo a
que estdo destinadas. Para o transporte das azeitonas sdo permitidas caixas plasticas
perfuradas, com capacidade média de 20 kg.

Independentemente do tipo de preparacdo comercial a que as azeitonas vao ser
sujeitas, deve ser realizada a classificacdo, escolha e limpeza dos frutos. Azeitonas sdo
assim classificadas por calibre e selecionam-se as que se apresentam danificadas e em
estado de maturagdo diferente do adequado. S6 podem ser usados frutos inteiros, sdos,
limpos e bem conformados relativamente a variedade, de maturacdo apropriada, nédo
despelados e de consisténcia adequada. Tem de se efetuar uma lavagem para remocéo das
particulas estranhas aderentes ao fruto.

A cura em salmoura de azeitona verde consiste no tratamento das azeitonas com
solucdo diluida de hidroxido de sédio de 1,0 a 2,6 %, para eliminar o amargor do fruto,
seguida de lavagem com agua e salmoura com concentracdo de 8 a 10 %, para que ocorra a
fermentacéo.

O segundo processamento, cura em salmoura de azeitona verde ao natural pisada
(britada), consiste em separar as azeitonas inicialmente por calibre, sendo o permitido de
240 a 260 frutos/kg. As azeitonas sdo britadas, de modo a ndo extrair nem esmagar o
caroco, e sdo colocadas em agua até perder o amargor, devendo a agua ser mudada todos
os dias. Depois deste processo colocam-se em salmoura com concentracdo de 8 a 10 % e
adicionam-se orégaos.

O processo de preparacdo de azeitona mista retalhada consiste em colocar as
azeitonas em salmoura com concentracéo de 8 a 10 % para que se dé a fermentacdo e, de

seguida, retalha-las em maquina propria.
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Posteriormente, e sendo comum aos trés processos, as azeitonas sao acondicionadas
em recipientes de material indcuo, impermeavel e inerte em relagdo ao produto, podendo

ser usadas embalagens de vidro ou plastico.

E de salientar que todos os processos envolvidos na criacdo das DOP tém de ser
realizados na area geogréfica de producdo de cada produto, de forma a assegurar a sua
autenticidade enquanto protecdo institucional.

Na Figura 3 ¢ visivel logotipo de DOP, aplicado em todos os produtos com esta
denominacdo de qualidade, e um exemplo de logotipo representativo das “Azeitonas de

conserva de Elvas e Campo Maior”.
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Figura 3. Exemplo de Logotipo de denominagdo de origem protegida (DOP) e das
azeitonas de conserva de Elvas e Campo Maior.

2.7. Protecdes Institucionais de Azeitonas de Mesa na Europa

A nivel europeu existem diversas azeitonas com DOP. A maioria delas encontra-se
na Grécia, sendo alguns exemplos a “Konservolia Stilidas”, “Konservolia Amfissis”,
“Konservolia Rovion”, “Konservolia Atalantis”, “Konservolia Piliou Volou”, “Troumpa
Thassou”, “Prasines Elies Chalkidis” e “Kalamata”; em Espanha, nomeadamente a
“Aceituna Alorefia de Malaga” e as “Aceitunas de Campo Real”; em Franca, como as
“Olive de Nimes”, “Olives noires de Nyons”, “Olives de Nice”, “Olives cassées de la
Vallée des Baux de Provence” e “Olives noires de la Vallée des Baux de Provence”; € em
Italia, “La Bella della Daunia”, “Nocellara del Belice” e “Oliva Ascolana del Picano”.
(Comisséo Europeia, 2012)

A titulo de exemplo pode-se caracterizar a DOP “Aceituna Alorefia de Malaga”
como sendo produzida a partir da Cv. Alorefia, segundo o método de fermentacdo natural,
na Andaluzia. As “Olive de Nimes” processadas a partir da Cv. Picholine (a mais difundida

na Franga), distinguem-se pelos seus aromas a manteiga e avelds e sabor salgado. As
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azeitonas “La Bella della Daunia” sdo produzidas na provincia de Foggia, no sul de Italia,
e sdo obtidas a partir da Cv. Bella di Cerignola, de cor verde ou negra. A “Oliva Ascolana
del Picano” € produzida a partir da Cv. Ascolana, que origina um produto crocante, de

sabor delicado e travo amargo. (Comissao Europeia, 2012).
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Capitulo 3

Material e Métodos




26



3.1. Caracterizacdo das Amostras

A recolha das amostras para a caracterizacdo fisico-quimica para este estudo ocorreu
em janeiro de 2011, em diferentes regides de Tras-os-Montes (Tabela 2), incidindo em
produtores tradicionais de cada regido.

Foram recolhidas vinte e uma amostras de azeitonas de mesa, tendo sido todas
produzidas segundo o método de fermentacéo natural.

As diferencas entre as amostras recolhidas centram-se em varios aspetos, tais como: o
tipo de azeitonas (azeitonas verdes, mistas ou pretas ao natural), como se pode verificar na
Figura 4, o ano de colheita e producdo das azeitonas, que vai desde 2008 a 2011, e a cultivar
(Cobrangosa ou Negrinha de Freixo), segundo indicacdo do produtor. Uma vez que eram
muitos locais ndo existe uma clara identificacdo da cultivar, sendo que também a mesma
cultivar apresenta nomes diferentes em cada regido, esta informacdo deve ser usada com
reserva.

Algumas das amostras apresentam-se retalhadas e, dependendo de cada produtor,
temperadas com variadas ervas aromaticas ou apenas com a salmoura (agua e sal).

As amostras foram conservadas na salmoura de acondicionamento para as primeiras
analises (pardmetros biométricos). Apos a avaliacdo dos parametros biométricos do fruto as
amostras foram descarocadas para se proceder as avaliacfes no endocarpo. A polpa resultante
foi congelada a -20 °C para posteriores determinacdes.

Na polpa procedeu-se a determinacdes do teor de humidade, cinzas, gordura e
proteinas, sendo que a partir da gordura extraida ainda foi também determinado o perfil em

acidos gordos e tocoferais.

No que respeita a analise microbioldgica, foram recolhidas 8 amostras em fase final de
fermentacdo, provenientes diretamente de 3 produtores, das regides de Mirandela e Valpacos.
Foram colocadas em frascos esterilizados, em condicdes de assepsia, e transportadas para o

laboratdrio em mala térmica, a uma temperatura de 4 °C.
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Tabela 2. Caracterizagdo das amostras em estudo.

Amostras Origem geogréfica Tipo de Azeitonas Ano de colheita Cultivares
1 Vale de Gouvinhas, Mirandela Azeitonas pretas 2008/2009 Cobrancosa
2 Vale de Gouvinhas, Mirandela Azeitonas verdes 2008/2009 Cobrancosa
3 Vale de Gouvinhas, Mirandela Azeitonas mistas 2009/2010 Cobrancgosa
4 Mirandela Azeitonas verdes 2009/2010 Cobrancosa
5 Mirandela Azeitonas mistas 2009/2010 Cobrangosa
6 Vale de Gouvinhas, Mirandela ~ Azeitonas mistas retalhadas 2009/2010 Cobrangosa
7 Lilela, Valpagos Azeitonas verdes 2009/2010 Cobrangosa
8 Mirandela Azeitonas verdes 2009/2010 Cobrangosa
9 Valverde, Valpacos Azeitonas mistas 2009/2010 Cobrancgosa
10 Lilela, Valpagos Azeitonas verdes 2010/2011 Cobrancosa
11 Lilela, Valpagos Azeitonas mistas retalhadas 2010/2011 Cobrancgosa
12 Valverde, Valpacos Azeitonas verdes 2009/2010 Cobrancosa
13 Valverde, Valpagos Azeitonas mistas 2009/2010 Cobrangosa
14 Succaes, Mirandela Azeitonas mistas 2009/2010 Cobrangosa
15 Lilela, Valpacos Azeitonas verdes retalhadas 2010/2011 Negrinha de Freixo
16 Mirandela Azeitonas mistas 2010/2011 Cobrangosa
17 Més, Moncorvo Azeitonas verdes 2009/2010 Negrinha de Freixo
18 Més, Moncorvo Azeitonas verdes 2008/2009 Negrinha de Freixo
19 Valverde, Valpacos Azeitonas mistas 2010/2011 Cobrancgosa
20 Vale de Gouvinhas, Mirandela Azeitonas pretas 2010/2011 Cobrancgosa
21 Mirandela Azeitonas verdes 2010/2011 Cobrangosa

Figura 4. Exemplo de azeitonas pretas, mistas e verdes, provenientes de algumas das amostras
em estudo.
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3.2. Parametros morfoldgicos

Os parametros morfoldgicos avaliados basearam-se na caracterizacdo dos
parametros biométricos do fruto e do endocarpo, de todas as amostras em estudo, e

posteriormente na caracterizacdo da relagcdo polpa/caroco.

3.2.1. Parametros Biométricos

A caracterizacdo dos frutos e endocarpos realizou-se através de medicOes e
observacdes de 50 frutos e respetivo endocarpo para cada uma das amostras.

As avaliagOes incidiram em 11 parametros, para o caso do fruto, e em 14
parametros, para o caso do endocarpo. Os parametros avaliados, quer no fruto quer no
endocarpo, encontram-se descritos na Tabela 3, e na Figura 5 exemplifica-se parte de uma

amostra de frutos e endocarpos e a medi¢do dos frutos com a craveira.

A escolha dos frutos para observacao foi feita aleatoriamente.

Figura 5. Exemplo de amostra de frutos e respetivos endocarpos onde foram avaliados 0s
parametros biométricos (amostra 19) e exemplo de medicdo de um fruto com a craveira.

Em alguns dos parametros como é o exemplo da simetria no endocarpo, a avaliacdo
é feita sob 2 eixos. A posicdo A foi considerada aquela em que o endocarpo apresenta uma
maior simetria ao pega-lo pelos extremos entre os dedos indicador e polegar e a posicédo B
resulta de girar 90° da posigéo anterior. No caso do fruto a simetria foi apenas avaliada na
posicdo A, seguindo a mesma regra.

Nas avaliacOes efetuadas, é de salientar a observacao e registo dos defeitos, que
foram registados de acordo com o “Trade Standard Applying to Table Olives” (COI, 2004)
e as normas do Codex Alimentarius (2010). Este aspeto é particularmente importante uma

vez que entra na sua classificagdo comercial.
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Tabela 3. Pardmetros biométricos avaliados no fruto e no endocarpo (Adaptado de COl,

1997).

Fruto

Endocarpo

Comprimento do fruto (mm)
Diametro maximo do fruto D (mm)
Diametro minimo do fruto d (mm)
Peso
Baixo (< 2g)
Médio (2 - 49)
Alto (4 - 6g)
Muito alto (> 6Q)
Forma (na posicdo A): determina-se em
funcéo do comprimento (C) e largura (L)
Esférica (C/L< 1,25)
Ovodide (C/L = 1,25 - 1,45)
Alongada (C/L> 1,45)

Simetria (na posi¢éo A)
Simétricos
Ligeiramente assimétrico
Assimétrico

Posicdo no diametro transversal maximo
(na posicéo B)
Junto a base
Central
Junto ao apice
Apice (na posicéo A)
Pontiagudo
Arredondado
Base
Truncada
Arredondada

Mamilo
Evidente
Pouco evidente
Ausente

Defeitos

Matérias estranhas
Frutos manchados
Frutos mutilados
Frutos quebrados
Frutos enrugados
Textura anormal
Coloragéo anormal
Pedinculos

Comprimento do fruto (mm)
Diametro méaximo do fruto D (mm)
Diametro minimo do fruto d (mm)
Peso

Baixo (<0,39)

Médio (0,3 - 0,459)

Alto (0,454 - 0,79)

Muito alto (> 0,79g)
Forma (na posicao A): determina-se em
funcéo do comprimento (C) e largura (L)

Esférica (C/L< 1,4)

Ovoide (C/L=1,4-1,8)

Eliptica (C/L=1,8 - 2,2)

Alongada (C/L> 1,45)
Simetria (na posicédo A)

Simétricos

Ligeiramente assimétrico

Assimétrico
Simetria (na posicao B)

Simétricos

Ligeiramente assimétrico
Posicdo no diametro transversal maximo
(na posicéo B)

Junto & base

Central

Junto ao apice
Apice (na posicéo A)

Pontiagudo

Arredondado
Base

Truncada

Pontiaguda

Arredondada
Superficie (na posicéo B)

Lisa

Rugosa

Muito rugosa
Numero de sulcos fibrovasculares

Reduzido (< 7)

Meédio (7 - 10))

Elevado (> 10)
Distribuicéo de sulcos fibrovasculares

Uniforme

Agrupados na proximidade da sutura

Extremidade do apice
Sem mucrdo
Com mucrdo a partir da base
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3.2.2. Relacgao polpa/caroco

A relacdo polpa caroco é um pardmetro importante tendo em conta que permite
verificar a quantidade de polpa em relacdo a quantidade de caroco, sendo o mais desejavel
ter azeitonas com muita polpa e pouco carogo.

De modo a estabelecer a relacdo polpa/caroco usaram-se 0s pesos dos frutos e
endocarpos obtidos na avaliacdo dos pardmetros biométricos. Pela diferenca entre o peso
da polpa e do endocarpo obteve-se o valor da polpa de cada fruto. A relacdo polpa/caroco

obteve-se pela divisao do peso da polpa pelo peso do respetivo carogo.

3.3. Parametros fisico-quimicos

Todas as amostras foram avaliadas em duplicado em todos os parametros fisico-

quimicos.

3.3.1. Humidade

A humidade foi determinada através do meétodo AOAC 925.40 (AOAC 1995),
pesando aproximadamente 5 g de polpa de azeitona para uma placa de Petri, previamente
desidratada e pesada, e colocando-o numa estufa a 100 + 2 °C. Posteriormente realizam-se
pesagens sucessivas até ao seu peso estabilizar.

Os resultados sdo expressos em percentagem (%).

3.3.2. Cinzas

O teor em cinzas foi determinado por incineracdo a seco de cerca de 0,5 g de polpa,
numa mufla a 550 + 15 °C, até se obter uma cor branca (AOAC 2000).
Os resultados sdo expressos em percentagem (%).

3.3.3. Proteinas

O contetdo em proteina bruta foi estimado segundo o método Kjeldahl (AOAC 2000).
Pesou-se 1 g de amostra para tubo de Kjeldahl, de seguida adicionou-se uma pastilha de
catalisador (Kjetabs Cx com a composi¢do de 5 g de sulfato de potassio e 0,5 g de sulfato de

cobre I1) e 15 ml 4cido sulfarico (H,SO,4 concentrado).
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Posteriormente procedeu-se a digestdo num Bloco digestor a uma temperatura de 400
+ 50 °C, ate digestdo completa das amostras. Deixaram arrefecer-se as amostras e levaram-se
ao sistema de destilacdo/titulacéo de Kjeldahl (Velp Scientifica UDK 152), obtendo-se assim
os valores percentuais de azoto, convertidos em proteina bruta pelo fator universal (6,25).

Os resultados vém expressos em percentagem (%) de proteina bruta.

3.3.4. Gordura

De modo a quantificar o teor em gordura pesaram-se rigorosamente 5 g de polpa de
azeitona para um almofariz, onde se macerou a amostra juntamente com sulfato de sodio
anidro para retirar a humidade e transferiu-se para um cartucho de papel.

A determinacéo foi realizada em dispositivo de Soxhlet, de acordo com o método
AOAC 948.22, usando éter de petrdleo (40 — 60 °C) como solvente extrator e um tempo
minimo de extracdo de 24 horas.

Ap0s a extracdo e recolha do solvente os baldes foram colocados numa estufa (100 +
2°C) e foram feitas pesagens até ao peso estabilizar.

Os resultados sdo expressos em percentagem (%).

3.3.5. Hidratos de Carbono

O teor em Hidratos de Carbono, que inclui as fibras, foi estimado apds a
determinacdo das percentagens de humidade, proteina bruta, gordura e cinzas, a partir da
seguinte férmula:

% Hidratos de Carbono = 100 — (% Humidade + % Cinzas + % Proteina + % Gordura)

3.3.6. Valor Energético
O valor energético das azeitonas foi expresso em quilocalorias (kcal) e estimado apds
a determinacgéo da proteina bruta, hidratos de carbono e gordura, usando os fatores de Atwater

pela seguinte formula:

Valor Energético = 4 x (g Hidratos de carbono + g Proteina) + 9 x (g Gordura)

32



3.3.7. Composicio em Acidos Gordos

Para a andlise dos &cidos gordos procedeu-se a extracdo da gordura de cada
amostra, preparando cartuchos, em duplicado, com cerca de 6 g de polpa e sulfato de sodio
anidro. A extracdo realizou-se em dispositivos de Soxhlet, usando éter de petréleo como
solvente e um tempo de extracdo de 2 horas. Ao solvente foi adicionado 0,01% de BHT
para a preservacdo das amostras.

O solvente extrator foi recolhido, sem levar o extrato a secura, e 0 excesso de éter
foi eliminado num evaporador de azoto. Para preparacdo dos ésteres metilicos dos acidos
gordos procedeu-se a uma transesterificacdo alcalina a frio, conforme consta no
Regulamento 2568/91. Colocaram-se 2 ml de n-heptano num vial de 4 ml, adicionaram-se
50 ul de extrato lipidico e agitou-se para homogeneizar a solucdo. Adicionaram-se 200 pl
de solucdo de KOH 2M em metanol, agitou-se durante cerca de 1 minuto e deixou-se
repousar até que a fase superior ficasse limpida. Transferiu-se cerca de 1 ml da fase
organica para um vial adaptavel ao injector automatico do cromatografo gasoso (GC).

O perfil em &cidos gordos foi analisado num cromatégrafo gasoso com injetor
automatico e detecdo por ionizacdo em chama (GC/FID). Foi utilizada uma coluna capilar
CP-Sil- 88 de 50 m de comprimento, 0,25 um de didmetro interno e 0,19 pm de espessura
de filme (Varian). Para uma separacdo efetiva dos diversos acidos gordos utilizou-se
inicialmente uma temperatura de 140 °C, com aumentos de 5 °C/min até 220 °C, sempre a
uma pressao constante de 110 kPa de hélio.

A identificacdo dos acidos gordos e célculo dos fatores de correcdo foi feita com
uma mistura padrao (Supelco 37 — Fame Mix) e a quantificacdo por percentagem relativa

das areas cromatograficas.

3.3.8. Composicao em Tocoferdis

A preparagdo das amostras para a andlise dos tocoferois foi semelhante a utilizada
para os acidos gordos, tendo sido usadas as mesmas extracGes de gordura para ambas as
analises, em duplicado.

A partir das amostras homogeneizadas foi pesada rigorosamente, para eppendorf,
uma quantidade equivalente a duas gotas (cerca de 30 mg). Adicionou-se 20 ul da solugéo
de padrdo interno (PI) (tocol, 1,0 mg/10 ml, preparada em hexano) e completou-se o

volume a 1 ml com hexano. Apds homogeneizacdo os residuos insollveis foram
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depositados por centrifugacdo a 13000 rpm, durante 3 minutos. Transferiu-se cerca de 800
ul para um tubo de vidro do injetor automatico.

As amostras foram analisadas recorrendo ao sistema de HPLC, que era composto
por um injetor automatico (AS-950), uma bomba (PU-980) e um detetor de fluorescéncia
(FP-920), programado para 290/330 nm (ganho 10), todo da Jasco (Japdo). Os dados
cromatograficos foram analisados pelo software ChromNAV Control Center - JASCO
Chromatography Data Station. A separacdo cromatografica foi realizada numa coluna
SupelcosilTM LC-SI (3 um) 75 x 3,0 mm (Supelco, Bellefonte, PA, USA), com uma
mistura de n-hexano e 1,4-dioxano (98:2), em isocratico, a 0,7 ml/min.

A quantificacdo foi feita com base nas areas cromatogréaficas de cada composto,
dividida pela area do PI, recorrendo a curvas de calibragdo para todos os compostos em
estudo. As solugbes mde dos padrBes de tocoferdis foram previamente aferidas por
medicdo no UV com base nos seus coeficientes de absortividade molar caracteristicos
(Nesaretnam et al., 2007).

Os resultados foram expressos em mg/100 g de polpa de azeitona.

3.4. Analise estatistica

Andlise de Componentes Principais

A anélise de componentes principais (ACP) foi realizada usando o software SPSS,
versdo 17.0 (SPSS, Inc.), com o objetivo de reduzir o nimero de variaveis (peso,
comprimento, Dmax, Dmin, forma, composicdo quimica, acidos gordos e tocoferdis) a um
namero inferior de novas varidveis derivadas. Além disso, a ACP permite reconhecer
padrdes nos dados colocando-os num espaco multidimensional, usando para esse feito as
novas varidveis derivadas como dimensdes.

O objetivo da ACP ¢ produzir componentes capazes de serem usadas como
predi¢Oes ou variaveis de resposta em andlises subsequentes. O nimero de fatores a manter
no tratamento dos dados foi avaliado pelo “Screenplot”, tomando em consideracdo 0s

“eigenvalues” e a consisténcia interna através do valor do a de Cronbach’s (Rencher,
1995).
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3.5. Parametros microbiologicos

Os parédmetros microbioldgicos foram avaliados na polpa e na salmoura de oito
amostras de azeitonas de mesa na fase final de fermentacdo, com o objetivo de verificar a
qualidade e seguranca microbiolégica das azeitonas de mesa. Os microrganismos
pesquisados e/ou quantificados foram o0s seguintes: microrganismos aerobios mesofilos,
leveduras, coliformes totais, E. coli, esporos de clostridios sulfito redutores,
Staphlylococcus aureus e Salmonella spp..

3.5.1. Preparacdo de amostras

As amostras recolhidas e conservadas a 4 °C em frascos assépticos foram
subdivididas em 2 sub-amostras, através da medicdo de 25 ml da solucdo de salmoura e da
pesagem de 25 g de polpa de azeitona. Ap6s homogeneizacdo das mesmas em 225 ml de
agua peptonada, efetuaram-se dilui¢cbes decimais sucessivas em 9 ml da mesma solucao,
seguida de inoculagdo em meios de cultura apropriados para cada microrganismo
pesquisado.

Todas as amostras foram analisadas em duplicado e os resultados expressos em

unidades formadoras de colonias (UFC) por ml ou g, dependendo do tipo de amostra.
3.5.2. Microrganismos pesquisados e/ou quantificados
3.5.2.1. Contagem total de microrganismos

Placas de Petri com meio de cultura Plate Count Agar (PCA) foram inoculadas com
ImL de cada uma das diluicBes, utilizando o método de contagem em placa por
incorporacdo do in6culo, de acordo com a norma 1SO 4833:2003. Apos incubacdo durante
48 horas a 35 °C procedeu-se a contagem de colonias presentes em cada placa.
3.5.2.2. Leveduras

A contagem de leveduras foi efetuada em meio Potato Dextrose Agar (PDA) com

adicdo de 100 mg/L de cloranfenicol (OXOID, Cambridge, UK) de modo a impedir o
crescimento de bactérias. A sementeira efetuou-se por incorporacdo de 1 ml de cada
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diluicdo decimal. Apds incubacdo durante 3 a 5 dias a 25 °C, procedeu-se a contagem das

coldnias.

3.5.2.3. Coliformes totais e Escherichia coli

A pesquisa destes microrganismos foi feita com recurso ao método SimPlate®,
método oficial AOAC 2005.03. Apds preparacao da amostra, procedeu-se a inoculacao das
placas SimPlate com 1 ml de amostra € 9 ml de meio de cultura. Apds incubacdo das
placas a 37 °C durante 24 a 28 horas, procedeu-se a observacdo das mesmas de modo a
verificar a existéncia de resultados positivos, o que implica a mudanca de cor (rosa —
coliformes totais e azul fluorescente sob luz UV a 365 nm — E. coli).

Através da utilizagdo da tabela de conversdo SimPlate® expressaram-se 0s

resultados em UFC/ml ou g de amostra.
3.5.2.4. Staphylococcus aureus

Placas de Petri com meio de cultura Baird Parker (BP) previamente autoclavado e
posteriormente enriquecido com solucdo de gema de ovo com telurito, foram utilizadas
para a pesquisa de Staphylococcus aureus, de acordo com a norma NP 4400-1:2002. Apds
sementeira e espalhamento a superficie de 0,1 ml de cada diluicdo, as placas foram
incubadas a 37 °C durante 48 horas. Foram consideradas colénias caracteristicas as negras,
convexas, brilhantes de didmetro compreendido entre 1 e 2,5 mm de diametro, rodeadas de
um halo transparente. As coldnias caracteristicas e ndo caracteristicas foram
posteriormente repicadas em meio BHI e incubadas a 37 °C durante 24 horas. Apos este
tempo, as mesmas foram confirmadas por incubac¢éo num tubo de ensaio com 1 ml de meio

BHI e de 3 ml de plasma de coelho a 37 °C durante 4 a 6 horas.
3.5.2.5. Salmonella spp.

A pesquisa deste microrganismo foi feita com recurso a um kit rapido, 1-2 Test
(método oficial AOAC 989.13), da Biocontrol®, seguindo-se as instrugdes do fabricante.

Ap0s o periodo de incubacdo durante 24 horas a 35-37 °C observou-se a presenca de uma

banda branca em forma de U indicativo da presencga de Salmonella.
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3.2.5.6. Esporos de Clostridios sulfito-redutores

Para a pesquisa e quantificacdo de esporos de clostridios sulfito-redutores foi
utilizado o meio de cultura Sulfito-Ferro usando o método de incorporagdo do inoculo em
tubos, de acordo com a NP - 2262 (1986). A inoculacéo foi efetuada apds aquecimento da
solucdo-mée e diluicdes em série, em banho-maria a 75 °C, durante 15 minutos, para
inativacdo das formas vegetativas. Apos esta fase, incubaram-se os tubos durante 48 h a 37

°C e considerou-se como resultado positivo o aparecimento de coldnias negras.

3.5.3. Identificacdo de Leveduras

Ap0s contagem das leveduras nas placas com meio PDA com adicdo de 100 mg/L
de cloranfenicol, selecionaram-se algumas coldnias isoladas e repicaram-se para placas
com meio PDA, para obtencdo de culturas puras. Apés 2 dias de incubacdo a 25 °C foram
observadas as caracteristicas macroscépicas e microscopicas dos isolados, de forma a
verificar se se tratavam de leveduras e se eram culturas puras. As caracteristicas
macroscopicas observadas foram: cor, brilho, forma, margem, superficie, elevacdo e
consisténcia, de acordo com a metodologia de Yarrow (1998). Na observacdo das
caracteristicas microscopicas teve-se em conta a forma, tamanho, presenca de
pseudomicélio, tipo de reproducédo assexuada e tipo de gemulacgéo.

Os isolados foram identificados atraves de galerias APl 20C AUX (BioMérieux) e
por sequenciacdo parcial da regido D1-D2 do gene 26S rDNA. As sequéncias obtidas
compararam-se entre si e com as existentes na base de dados da National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e com sequéncias de estirpes tipo de colecdes de
culturas diferentes. A sequenciacdo do rDNA foi feita num laboratdrio externo de biologia

molecular.

3.5.4. Avaliacdo qualitativa da atividade enzimatica de leveduras

A atividade enzimatica foi avaliada na maioria das leveduras identificadas. Nestas
leveduras foi efetuado um screening, através de métodos qualitativos, para a presenca das
seguintes enzimas: catalase, protease, B-glucosidase, amilase, esterase e lipase.

Todos os testes foram realizados em triplicado, para cada uma das amostras
analisadas, e os resultados expressos de forma qualitativa como: “-* (nenhuma atividade),

“+” (fraca atividade), “++” (moderada atividade) e “+++” (forte atividade).
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3.5.4.1. Catalase

A atividade da catalase foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por
Whittenbury (1964), através da adicdo direta de perdxido de hidrogénio a 3% (v/v) nas
colonias de leveduras

A atividade da catalase foi evidenciada através da formacdo de bolhas e os

resultados expressos em termos de auséncia (au.) ou presenca (pr.).

3.5.4.2. Protease

A producdo de proteases extracelulares foi determinada de acordo com o método de
Strauss et al. (2001), através do espalhamento do in6culo em placas contendo o meio PDA
com 20 g/L de caseina, seguido de um periodo de incubacdo de 5 dias a 30 °C.

Considerou-se resultado positivo a presenca de uma zona clara em torno da colénia.

3.5.4.3. p-Glucosidase

A atividade B-glucosidase das leveduras foi avaliada de acordo com o método
descrito por Bautista-Gallego et al. (2011) usando 6,7 g/L de Yeast Nitrogen Base (YNB,
Difco), suplementado com 5 g/L de arbutina e 20 g/L de agar e ajustado para pH 5,0 com
0,1 N de HCI. Apos autoclavar o meio de cultura adicionou-se 2 ml de solugdo de citrato
férrico amoniacal (1%), por 100 ml de meio fundido. Posteriormente verteu-se 0 meio em
placas de Petri, que foram inoculadas em estrias radiais e incubadas a 25 °C durante 8 dias.

As estirpes com atividade da B-glucosidase séo capazes de hidrolisar o substrato e

produzir uma cor castanha escura a volta das colonias.

3.5.4.4. Amilase

A pesquisa desta enzima foi efetuada recorrendo ao meio de cultura com a seguinte
composicao: 10 g de peptona, 5 g de extrato de levedura, 5g de NaCl, 2 g de amido e 15 g
de agar, em 1000 ml de agua destilada, e a pH 6,8. Apds autoclavar o meio distribuiu-se
em placas de Petri, que foram inoculadas com as leveduras, utilizando a técnica de riscado.

Apos o periodo de incubagéo, de 5 dias a temperatura de 37 °C, foi adicionada
solugéo de Lugol a cada placa e a leitura foi realizada em seguida. Considerou-se uma

reacdo enzimatica positiva a formacéo de um halo de cor castanho em torno das colonias.
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3.5.4.5. Esterase

A identificacdo da atividade da esterase foi realizada usando o meio Agar base
tributirina. O meio foi esterilizado, colocado em placas de Petri e as leveduras inoculadas
pela técnica de riscado. As placas foram incubadas a 37 °C durante 48 horas.

O aparecimento de um halo translicido a volta da coldnia indica uma reagédo

positiva.

3.5.4.6. Lipase

A pesquisa da atividade lipase foi efetuada usando o meio Agar base tributirina, ao
qual foi adicionado azeite, numa proporcdo de 1 ml/100 ml de meio, baseado na
metodologia descrita por Gupta et al. (2003).

As leveduras foram inoculadas pela técnica de riscado e as placas foram incubadas
a 37 °C durante 48 horas.

Considerou-se um resultado positivo o aparecimento de um halo translicido a volta

da colédnia.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao
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4.1. Parametros morfol6gicos

4.1.1. Parametros biométricos nos frutos

Na tabela 4 apresentam-se os resultados relativos a determinacdo dos parametros
biométricos no fruto, referindo os valores médios e respetivos desvios padrées das amostras
em estudo, e na Figura 6 exemplifica-se essa determinacdo em algumas amostras.

No que respeita ao comprimento dos frutos, a amostra 1 foi a que apresentou frutos
mais compridos, com um valor médio de 24,93 mm, seguida da amostra 20 com 24,45 mm.
Por oposi¢do, a amostra 7 que € a que apresenta valores mais baixos, com 20,00 mm.

No que respeita ao diametro maximos dos frutos, a amostra 20 é a que se destaca
apresentando frutos com um diametro maximo médio de 18,15 mm, seguindo-se as amostras
17 e 1, com valores de 17,68 e 17,63 mm, respetivamente. A amostra 7 foi mais uma vez a
que apresentou valores inferiores, com 14,17 mm.

A semelhanca dos resultados obtidos para o didmetro maximo, a amostra 20 é a que
apresenta um diametro minimo superior, com 13,99 mm, e a amostra 7 a que tem frutos com
menor didmetro minimo, tendo um valor médio de 10,66 mm, seguindo-se a amostra 2, com
10,94 mm.

No que respeita a massa dos frutos, a amostra 20 tem proporcionalmente os frutos
mais pesados, com 4,88 g, seguindo-se a amostra 1, com 4,86 g. A amostra 7 é a que
apresenta frutos com peso mais baixo, distanciando-se bastante dos pesos das restantes
amostras, com um valor médio de 2,35 g.

E de salientar que a amostra 7 é a que apresenta frutos com valores inferiores em
todos os parametros mencionados anteriormente, e a amostra 20 a que apresenta valores

superiores, excetuando o comprimento do fruto onde é a segunda mais comprida.
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Amostra 15

Figura 6. Avaliacdo dos parametros biométricos nos frutos de algumas das amostras em
estudo.

Quanto a forma, esta pode ser esférica (C/L< 1,25), ovéide (C/L = 1,25 - 1,45) ou
alongada (C/L> 1,45), tendo em atencdo os parametros mencionados na Tabela 2.

Verificou-se que todas as amostras tém forma ovoide, ndo existindo nenhuma com
forma esférica ou alongada. Neste caso a amostra 21 é a que apresenta valores mais
proximos do limite inferior, com 1,25, e a amostra 2 a que apresenta valores mais proximos
do limite superior, com 1,44,

Na tabela 5 sdo visiveis os restantes parametros biométricos avaliados no fruto.

Em termos de simetria dos frutos, a maioria das amostras apresentam frutos
ligeiramente assimétricos, com excecdo das amostras 11, 13, 19 e 20 que tém frutos
maioritariamente simétricos. A amostra 5 € uma destaca-se relativamente as restantes, pois
apresenta uma percentagem de ocorréncia igual para frutos simétricos e ligeiramente

assimétricos, ambos com 48%.
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Tabela 4. Valores médios e desvio padrao de parametros biométricos avaliados no fruto.

Amostra Comprimento (mm) Dmax. (mm) Dmin. (mm) Peso (g) Forma (C/L)
1 24,93 £ 2,22 17,63 +1,41 13,18 +1,41 4,86 £ 0,96 1,41 +0,07
2 21,70+ 1,41 15,04 £ 0,97 10,94 £ 0,98 3,07 +0,58 1,44 £ 0,07
3 23,27 £1,33 17,19+ 0,79 12,52 £ 0,89 4,32+ 0,56 1,35+ 0,07
4 22,59 + 1,50 17,04 £ 0,85 12,78 £ 0,89 3,90+0,49 1,33+ 0,08
5 22,72 £1,26 16,95 + 0,98 12,47 £ 0,70 3,98+0,51 1,34 £ 0,08
6 22,77 £1,97 16,17 £ 1,02 12,26 £ 0,77 3,82 £ 0,66 1,41+0,10
7 20,00 £ 1,32 14,17 £ 0,74 10,66 £ 0,62 2,35+0,36 1,41+ 0,08
8 22,96 + 1,60 16,12 £ 0,87 12,30 £ 0,77 3,60+0,61 1,43 £0,07
9 23,23+1,39 17,24 £ 0,95 13,19+1,21 4,24 + 0,68 1,35+ 0,07
10 22,84 £1,97 16,56 £ 1,17 13,01+1,22 3,82+0,82 1,38 £ 0,08
11 22,86 + 1,83 16,27 £ 1,08 12,54 £ 1,05 3,71+0,72 1,41+£0,08
12 23,47 £ 1,74 16,87 £ 1,02 13,10 £ 1,06 4,17 £ 0,62 1,39 £0,09
13 23,04 £ 1,66 16,60 £ 0,98 12,90+ 1,14 4,29+0,61 1,39+£0,10
14 22,93 +1,62 17,05+ 1,09 12,48 £ 0,82 4,11 £ 0,65 1,35+ 0,07
15 22,22 +£1,62 17,34 £1,02 12,63 +£0,78 3,87+ 0,66 1,28 +£ 0,06
16 20,85 + 1,37 16,47 £ 1,05 12,30 £ 0,92 3,49 +0,59 1,27 £ 0,07
17 23,03+1,68 17,68 + 1,22 13,09 £ 0,97 4,28 £ 0,77 1,31+0,08
18 20,32 +1,31 15,37 £ 0,82 11,70+ 0,82 3,04 +0,53 1,32 £ 0,06
19 21,87 +1,34 16,65+ 0,78 12,35+ 0,96 3,53+0,47 1,32 £0,08
20 24,45 + 1,84 18,15+ 1,07 13,99 + 0,88 4,88+0,84 1,35+ 0,07
21 21,74 £1,90 17,34 £ 1,19 12,60 £ 1,13 3,82+0,78 1,25 + 0,06
Minimo 20,00+ 1,32 14,17 £ 0,74 10,66 + 0,62 2,35+0,36 1,25 + 0,06
Maximo 24,93 + 2,22 18,15+ 1,07 13,99 + 0,88 488 +0,84 1,44 + 0,07
Média + dp 22,54 +1,15 16,70 £ 0,89 12,53+ 0,70 3,85+ 0,55 1,35+ 0,06
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Tabela 5. Caracteristicas morfologicas do fruto, em percentagem (%) de ocorréncia, nas amostras em estudo.

Posicao do diametro

Simetria L Apice Base Mamilo
Amostra Ligeiramente Junttczansvers{JII ma)J(:JTt% ao Pouco
Simétrico Assimétrico Assimétrico 3 base Central Apice Pontiagudo Arredondado Truncada Arredondada Evidente evidente Ausente
1 20 64 16 12 80 8 64 36 50 50 40 38 22
2 32 64 4 16 70 14 78 22 50 50 72 26 2
3 30 62 8 38 58 4 56 44 54 46 38 32 30
4 40 56 4 40 58 2 78 22 34 66 48 44 8
5 48 48 4 32 64 4 76 24 34 66 46 38 16
6 34 54 12 22 76 2 90 10 34 66 56 38 6
7 22 70 8 42 54 2 74 26 28 72 38 46 16
8 46 52 2 16 78 6 56 44 64 36 44 32 24
9 48 50 2 18 82 0 30 70 50 50 18 44 38
10 30 66 4 26 58 16 74 26 60 40 50 34 16
11 54 46 0 14 76 10 78 22 42 58 38 40 22
12 44 54 2 18 82 0 40 60 58 42 22 44 34
13 72 28 0 10 90 0 46 54 70 30 8 58 34
14 46 50 4 30 68 2 46 54 44 56 14 52 34
15 28 66 6 30 70 0 70 30 32 68 52 28 20
16 34 56 10 28 70 2 44 56 64 36 8 56 36
17 38 60 2 30 68 2 32 68 56 44 18 50 32
18 38 52 10 80 14 68 32 40 60 22 60 18
19 74 26 0 94 0 48 52 42 58 28 38 34
20 60 40 22 70 8 58 42 50 50 24 54 22
21 48 50 18 82 34 66 60 38 12 30 58
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Todas as amostras ostentam uma posi¢cdo do didmetro transversal maximo, na
posicdo B, central, sendo a amostra 19 a que tem maior percentagem de ocorréncia, com
94%, seguida da amostra 13 com 90%.

Relativamente ao 4apice, na sua maioria as amostras apresentam um apice
pontiagudo, no entanto existe uma certa variabilidade nos resultados. A amostra 6 é a que
tem uma maior percentagem de ocorréncia, com 90% da amostragem com 4&pice
pontiagudo, contrariamente a amostra 9 é a que mostra maior percentagem de ocorréncia,
tendo 70% com 4pice arredondado. Das amostras que apresentam apice arredondado sdo
de referir, aléem da amostra 9, as amostras 12, 13, 14, 16, 17, 19 e 21.

Atendendo ao tipo de base ostentada pelos frutos de cada amostra, € de salientar
que os resultados sdo muito aproximados, uma vez que o0 numero de amostras com base
truncada (8 amostras) é muito proximo das que apresentam base arredondada (9 amostras).
As amostras 1, 2, 9 e 20 exibem um resultado bastante peculiar, pois 50% dos frutos de
cada uma destas amostras tém base truncada e os outros 50%, tém base arredondada.

No que respeita ao mamilo, a amostra 21 é a Unica que apresenta mamilo ausente,
sendo que a maioria das amostras tém frutos com mamilo pouco evidente, salientando-se a
amostra 18 que é a que tem maior percentagem de ocorréncia com 60%. De todas as
amostras analisadas, oito apresentam frutos com mamilo evidente, sendo a amostra 2 a que

se salienta, com 72% de ocorréncia.

De acordo com o “Trade Standard Applying to Table Olives” (COI, 2004) e as
normas do Codex Alimentarius (2010), devem considerar-se 0s seguintes defeitos:
presenca de matéria estranha, frutos manchados, frutos mutilados, frutos quebrados, frutos
enrugados, textura anormal, coloracdo anormal ou presenca de pedunculos.

Na Tabela 6 estdo representados os defeitos identificados nas amostras em estudo,
tendo sido esta verificacdo efetuada nos 50 frutos de cada amostra utilizados para a
avaliacdo dos restantes parametros biométricos.
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Tabela 6. Defeitos encontrados nos frutos das amostras em estudo e sua caracterizagao.

Defeito

Descricdo do defeito

Picada de mosca

Picada de passaro

Frutos que apresentam um orificio caracteristico da picada
da mosca da azeitona, Bactrocera oleae Rossi.

Frutos que apresentam um orificio caracteristico da picada
de um passaro, sendo este de maior dimensao dos
provocados pela mosca.

Orificio de saida

Frutos que apresentam um orificio caracteristico da saida da
mosca da azeitona, Bactrocera oleae Rossi.

Fruto mutilado

Os frutos mutilados caracterizam-se por apresentarem um
rompimento do epicarpo, ao ponto de uma parte do
mesocarpo se encontrar visivel.

Fruto enrugado

Os frutos enrugados caracterizam-se por um enrugamento da
sua superficie, que altera o seu aspeto normal.

Fruto pisado

Os frutos pisados caracterizam-se pela presenca de
macaduras desde o epicarpo ao mesocarpo, que alteram o
seu aspeto normal.

Fruto manchado

Os frutos manchados caracterizam-se por apresentarem
marcas superficiais, que penetram ou nao a polpa.
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Em todas as amostras analisadas, os defeitos mais comuns foram a picada de
mosca, o fruto mutilado e o fruto pisado. A presenca de orificio de saida ou as picadas de

passaro foram os defeitos com menor ocorréncia.

4.1.2. Parametros biométricos nos endocarpos

Na Tabela 7 estdo representados os resultados da determinacdo dos parametros
biométricos nos endocarpos, em termos de média e respetivo desvio padréo, de todas as
amostras em estudo, e a Figura 8 exemplifica a avaliacdo desses parametros em algumas
das amostras.

Relativamente ao comprimento dos carocos, verifica-se que a amostra 1, que teve
frutos mais compridos, € simultaneamente aquela que também apresenta caro¢os mais
compridos, com 18,07 mm, seguida da amostra 20, com 17,69 mm. A amostra 16 é a que
tem os frutos mais curtos, com um valor médio de 14,39 mm.

No que respeita ao didmetro maximo dos endocarpos, tal como nos frutos, a
amostra 20 ¢é a que se destaca, com um didmetro maximo superior de 8,64 mm, seguida da
amostra 4 com 8,37 mm. As amostras 21 e 7 sdo as que apresentam endocarpos com menor
didmetro méximo, tendo valores de 7,60 mm e 7,67 mm, respetivamente.

A amostra 4, seguida da amostra 1, foram as que obtiveram um maior didmetro
minimo dos seus carocos, com valores médios de 5,98 mm e 5,95 mm, respetivamente. Por
outro lado, a amostra 18 foi a que apresentou caro¢cos com um menor diametro minimo,
tendo em média 5,16 mm.

Quanto ao peso dos endocarpos, a amostra 20 é a que tem carocos mais pesados,
com valor médio de 0,78 g, seguindo-se a amostra 1 com 0,74 g, 0 que esta coincidente
com os resultados obtidos para os frutos, tendo estas amostras também os frutos mais
pesados. Por sua vez, a amostra 21 é a que apresenta 0s caro¢os mais leves, pesando em
média 0,50 g, e a amostra 16 com 0,53 g.

A forma dos carogos é determinada segundo a relacdo C/L, onde estes podem ter
forma esférica (C/L< 1,4), ovéide (C/L = 1,4 - 1,8), eliptica (C/L = 1,8 - 2,2) ou alongada
(C/L> 1,45). Observando os valores obtidos, verifica-se que os endocarpos de todas as

amostras tém forma eliptica, pois o valor minimo obtido foi de 1,85 para a amostra 15 e o

valor méximo foi de 2,19, para a amostra 1.
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Tabela 7. Valores médios e desvio padrdo de pardmetros biométricos avaliados no

endocarpo.
Amostra Comprimento (mm) Dmax. (mm) Dmin. (mm) Peso (g) Forma (C/L)
1 18,07 £ 1,65 8,27 £ 0,67 5,95+0,49 0,74+0,15 2,19+0,17
2 16,45 +£ 1,27 8,14 + 0,66 5,87 +£0,53 063+0,13 2,03+£0,15
3 16,88 + 1,37 8,26 + 0,44 5,76 + 0,37 0,68+0,09 2,05+0,17
4 16,20 £ 1,47 8,37 £ 0,65 598 + 0,51 0,69+0,12 1,94 £0,22
5 16,24 £ 1,22 8,05+ 0,47 5,67 £ 0,50 0,62+0,07 2,02+0,19
6 16,93 +1,40 8,11+ 0,62 5,73+ 0,56 0,67+0,12 2,09+0,16
7 15,17 £ 1,22 7,67 0,60 5,40 £ 0,58 0,56 £ 0,11 1,98+0,16
8 16,85+ 1,42 7,92 + 0,56 5,65+ 0,50 064+012 2,13+0,17
9 16,50 £ 1,32 8,12+0,71 5,69 +£0,47 0,67+0,13 2,04+0,19
10 16,36 £ 1,61 8,19+0,78 5,83 £ 0,67 0,67+0,17 2,00+£0,16
11 16,79 + 1,46 7,78 £ 0,64 5,65+ 0,62 0,60+0,13 2,16+0,17
12 17,18 £ 1,24 7,96 £ 0,54 578041 0,70£0,11 2,12+0,31
13 16,79 £ 1,35 7,99 £ 0,63 5,53+0,35 068+0,12 2,11+£0,18
14 16,49 £ 1,25 8,24 £ 0,52 5,77 £0,53 0,70£0,11 2,01+0,17
15 15,18 £1,19 8,23 £ 0,62 5,56 £ 0,76 0,62+0,11 1,85+0,18
16 1439+ 1,14 7,70 £ 0,39 5,49 £ 0,52 0,53 +0,06 1,87 +0,17
17 16,10 + 1,32 8,09+ 0,52 5,39+0,52 0,63+0,10 1,99+0,15
18 14,67 £ 1,26 7,73+0,61 5,16 £ 0,59 0,53+ 0,09 1,90+0,14
19 15,59 £ 1,22 7,97 £ 0,49 5,62 +£0,48 0,58 £0,10 1,96 £ 0,14
20 17,69 £ 1,62 8,64 £ 0,77 5,87 £ 0,66 0,78+0,16 2,05+0,18
21 14,57 £ 1,39 7,60 £ 0,46 5,28 £ 0,48 0,50 £ 0,08 1,92 £0,20
Minimo 14,39+ 1,14 7,60 £ 0,46 5,16 £ 0,59 0,50 £ 0,08 1,85+£0,18
Maximo 18,07 £ 1,65 8,64 £ 0,77 598051 0,78+0,16 2,19+£0,17
Média = dp 16,18 £ 1,00 8,08 £ 0,28 5,68 £ 0,33 0,64 + 0,07 2,00+0,10
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Amostral Amostras

Amostra 15 Amostra 19

Figura 7. Avaliacdo dos parametros biométricos nos endocarpos de algumas das amostras
em estudo.

Nas Tabelas 8 e 9 estdo expostos os restantes resultados relativos a avaliacdo dos
pardmetros biométricos nos endocarpos.

Relativamente a simetria, na posicdo A, verifica-se que a maioria das amostras tem
endocarpos simétricos, o que difere dos resultados respeitantes a simetria na posicdo B,
onde todas as amostras apresentam endocarpos ligeiramente assimétricos, com a exce¢do
da amostra 13 que tem uma percentagem de ocorréncia de 50%, para cada hipétese.

A posigédo do didmetro transversal maximo nos endocarpos é central para todas as
amostras, com a exce¢do da amostra 21, cujo didmetro maximo € junto ao apice.

No que respeita ao apice, € visivel que todas as amostras apresentam um apice
pontiagudo, sendo as amostras 17 e 18 as mais representativas, com 100% de ocorréncia,
seguidas das amostras 2 e 16, com 96% de ocorréncia.

Quanto a base, a maioria das amostras apresenta endocarpos com base pontiaguda,
excluindo-se a amostra 15 e 17, que tém base arredondada, ndo existindo assim nenhuma

amostra cujos endocarpos tenham base truncada.
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Tabela 8. Caracteristicas morfoldgicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia, nas amostras em estudo.

Posicdo do diametro transversal

Armostra Sime-trié (Posicao A) Simetria (P.osi.géo B) méximo (Posicio B) Apice (Posicio A) Base
Simétrico I;'g;':ﬁgﬁgge Assimétrico  Simétrico Ij&g;';sggﬁgge Jl;)r;tsc;a Central Juér;)tic()::o Pontiagudo Arredondado Truncada Pontiaguda Arredondada
1 54 42 4 10 90 14 70 16 88 12 28 48 24
2 64 34 2 14 86 14 68 18 96 4 12 72 16
3 50 46 4 10 90 30 40 30 88 12 4 84 12
4 58 40 2 24 76 22 56 22 86 14 16 66 18
5 40 52 8 6 94 26 58 16 86 14 2 80 18
6 58 38 4 10 90 8 76 16 88 12 4 88 8
7 64 30 6 94 14 72 14 88 12 4 90 6
8 52 44 4 8 92 12 56 32 90 10 4 78 18
9 48 48 4 16 84 12 80 8 94 6 30 60 10
10 48 52 0 12 88 10 64 26 88 12 16 58 26
11 62 38 0 16 84 8 62 30 94 6 6 80 14
12 66 32 2 18 82 14 74 12 94 6 28 70 2
13 44 56 0 50 50 10 78 12 86 14 6 84 10
14 64 32 4 18 82 14 66 20 88 12 2 92 6
15 60 40 0 12 88 10 72 18 92 8 26 10 64
16 46 52 2 28 72 4 58 38 96 4 50 22 28
17 74 26 0 16 84 0 70 30 100 0 14 32 54
18 64 36 0 10 90 2 46 52 100 0 12 64 24
19 80 18 2 28 72 8 78 14 94 6 12 78 10
20 76 22 2 30 70 20 60 20 90 10 16 50 34
21 86 14 0 20 80 0 42 58 94 6 30 36 34

51



Tabela 9. Caracteristicas morfoldgicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia, has amostras em estudo (continuacdo da tabela 8).

Superficie (Posicao B) NUmero de sulcos fibrovasculares Distribui¢do de sulcos fibrovasculares Extremidade do Apice
Amostra Lisa Rugosa :\lf;ég% Reduzido Médio Elevado Uniformes Agrupad(ézr;it%rr(;mmldade Sem mucréo %g;?i %l;cgzzea

1 0 44 56 16 78 6 90 10 16 84
2 0 74 26 22 74 4 78 22 14 86
3 0 70 30 26 70 4 80 20 12 88
4 0 68 32 30 66 4 80 20 10 90
5 0 66 34 4 90 6 88 12 12 88
6 0 78 22 34 66 0 88 12 14 86
7 0 74 26 28 68 4 86 14 6 94
8 0 76 24 22 76 2 84 16 12 88
9 0 72 28 26 70 4 88 12 8 92
10 0 66 34 28 70 2 88 12 18 82
11 0 76 24 24 70 6 82 18 6 94
12 0 80 20 30 70 0 84 16 4 96
13 0 90 10 28 70 2 74 26 12 88
14 0 80 20 30 68 2 86 14 10 90
15 0 88 12 8 52 40 86 14 8 92
16 0 84 16 10 60 30 76 24 4 96
17 0 94 6 48 46 86 14 0 100
18 0 98 2 2 52 46 86 14 0 100
19 0 80 20 0 76 24 88 12 12 88
20 0 6 94 8 82 10 92 8 2 98
21 0 96 4 2 38 60 98 2 4 96
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A excecdo das amostras 1 e 20, que apresentam uma superficie muito rugosa, as
restantes apresentam superficie rugosa, ndo havendo nenhum registo de endocarpos
apresentando uma superficie lisa.

Atendendo ao numero de sulcos fibrovasculares, a grande maioria das amostras tem
um numero de sulcos médio, sendo a excecdo a amostra 21 que apresenta um nimero
elevado de sulcos. No entanto, em todas as amostras 0s sulcos distribuem-se
uniformemente.

No que respeita a extremidade do &pice, todas as amostras apresentam, na sua
maioria, caro¢os com mucrdo a partir da base, salientando-se as amostras 17 e 18, com
100% de ocorréncia, ndo havendo registos significativos de caro¢os sem mucrdo em

qualquer uma das amostras.

4.1.3. Relacéo polpa/caroco

A relacdo polpa/caroco é de extrema importancia quando relacionada com a
producdo de azeitonas de mesa. Este pardmetro € essencial de modo a verificarmos a
proporcdo de polpa em relacdo ao caroco em cada cultivar de azeitona (Sakouhi et al.,
2008), tendo em conta que para a preparacdo de azeitonas de mesa é desejavel que as
azeitonas tenham muita polpa e pouco caroco, pois a maior valorizacdo é da polpa. Nas
azeitonas para producao de azeite, este parametro é dispensavel, uma vez que a qualidade
do azeite depende da qualidade da gordura extraida e ndo da quantidade de polpa.

Na Tabela 10 estdo representados o peso do fruto e respetivo caroco, a quantidade
de polpa e a relacdo polpa/caroco respeitante a cada amostra analisada.

Neste contexto verifica-se que os frutos mais pesados pertencem mais uma vez a
amostra 20, com 4,88 g em média, enquanto a amostra 7 € a que apresenta os frutos mais
leves. Quanto ao endocarpo, salienta-se que a amostra 20, além dos frutos, também
apresenta 0s carogos mais pesados (0,78 g), no entanto é a amostra 21 que apresenta 0s
endocarpos mais leves, tendo 0,50 g de peso médio.

As amostras 1 e 20 foram as que apresentaram maior teor em polpa, tendo valores
muito proximos, com 4,12 g e 4,11 g, respetivamente sendo a amostra 7 a que apresenta
valores inferiores, com um teor de polpa médio de 1,79 g.

No que respeita & relacdo polpa/caroco a amostra 21 foi a que se destacou,

apresentando um valor médio mais favoravel com 6,72, seguida da amostra 17, com 5,80.
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Por outro lado, a amostra 7 €, uma vez mais, a menos propicia tendo um valor médio de
3,30.

Tabela 10. Valores médios e desvio padrdo, em gramas, do fruto, endocarpo, polpa e
relacdo polpa/carogo das amostras em estudo.

Amostra Peso fruto Peso endocarpo Polpa Relagao polpa/caroco
1 4,86 + 0,96 0,74+0,15 4,12+0,83 5,60+0,78
2 3,07+£0,58 0,63+0,13 2,44 £ 0,47 3,87+0,45
3 4,32+ 0,56 0,68+ 0,09 3,64+0,49 5,39+0,52
4 3,90+0,49 0,69+0,12 3,21+£0,42 4,74 £0,73
5 3,98+0,51 0,62 £+ 0,07 3,36 £ 0,45 5,40+ 0,51
6 3,82+0,66 0,67+0,12 3,15+ 0,59 4,77 £0,79
7 2,35+ 0,36 0,56 £ 0,11 1,79+0,32 3,30+ 0,67
8 3,60+0,61 0,64 £0,12 2,96 £ 0,51 4,63+0,57
9 4,24 + 0,68 0,67+0,13 3,57 +£0,57 5,41+ 0,60
10 3,82+0,82 0,67 £0,17 3,15+ 0,67 4,76 £ 0,64
11 3,71+0,72 0,60 £0,13 3,11+£0,62 5,27 £ 0,77
12 4,17 £ 0,62 0,70+ 0,11 3,47+ 0,53 4,96 + 0,57
13 4,29 £ 0,61 0,68 £ 0,12 3,61+0,51 5,31+0,51
14 4,11+0,65 0,70+0,11 3,41+ 0,56 4,87+ 0,66
15 3,87 £ 0,66 0,62 +0,11 3,25+ 0,62 538+1,11
16 3,49 £ 0,59 0,53+ 0,06 2,96+ 0,54 5,62 + 0,68
17 4,28+0,77 0,63+0,10 3,65+0,70 5,80+ 0,76
18 3,04 £0,53 0,53 £ 0,09 2,52+ 0,46 4,80+ 0,58
19 3,53+0,47 0,58+0,10 2,96+0,41 5,20+ 0,86
20 4,88+ 0,84 0,78 £ 0,16 4,11 +£0,70 5,40+ 0,78
21 3,82+£0,78 0,50 £ 0,08 3,32+0,73 6,72+ 1,31
Minimo 2,35+0,36 0,50+ 0,08 1,79+ 0,32 3,30+ 0,67
Méaximo 4,88 + 0,84 0,78+ 0,16 4,12 £ 0,83 6,72+ 1,31
Média + dp 3,86 £0,59 0,64 + 0,07 3,23+ 0,54 5,05+ 0,69
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4.2. Parametros fisico-quimicos

4.2.1. Composicdo quimica

De modo a caracterizar quimicamente as amostras em estudo, foi determinado o
teor em humidade, cinzas, proteina bruta e gordura bruta. Foi também estimado o teor em
hidratos de carbono e o valor energético. Os resultados estdo expressos em percentagem e
encontram-se detalhados na Tabela 11.

A 4gua é o componente maioritario na composicdo das azeitonas de mesa, sendo o
valor méaximo obtido de 78,4% para a amostra 21. Este valor distancia-se do valor minimo
que foi observado na amostra 13 (62,9%). Os resultados obtidos no presente trabalho sdo
superiores aos indicados por Cardoso et al. (2010) para azeitonas de mesa de fermentacao
natural, processadas com azeitonas de Cv. Taggiasca, onde foi obtido o valor de 46,7% de
humidade. Por outro lado, sdo aproximados aos obtidos por Sousa et al. (2011), que obteve
valores médios de 72,5%, e por Malheiro et al. (2012), com valores entre 70,1% e 75,7%,
sendo os resultados de ambos referentes a “alcaparras”.

Depois da humidade, a gordura ¢ o segundo componente mais abundante nas
azeitonas, com valores obtidos entre 10,2% e 26,6%, para a amostra 15 e 14,
respetivamente. A variabilidade dos valores pode estar relacionada principalmente com a
cultivar, que é regulada por fatores genéticos (Malheiro et al., 2012), ndo tendo, no
entanto, relacdo com o método de processamento nem com o armazenamento das azeitonas
(Unal & Nergiz, 2003).

No que respeita ao teor em proteina bruta obtido, verifica-se que varia entre 2,9% e
4,6%, sendo uma vez mais o valor superior pertencente a amostra 21 e o valor inferior
referente a amostra 5. Estes valores sdo superiores aos reportados por Malheiro et al.
(2012) relativamente a “alcaparras”, que variaram entre 0,6% e 1,4%, e que 0s valores
reportados por Unal & Nergiz (2003) que oscilaram entre 1,09% e 1,58%, para azeitonas
pretas ao natural. A variabilidade de valores da proteina bruta pode estar relacionada com o
método de processamento utilizado (Unal & Nergiz, 2003), bem como com a quantidade
de humidade presente na amostra (Sousa et al., 2011).

Os valores das cinzas obtidos sdo muito dispares entre as amostras, sendo o valor
mais baixo pertencente a amostra 21 (0,33%) e o valor superior, de 7,08% pertencente a
amostra 18. Este inclui os sais naturalmente presentes na azeitona e os decorrentes da

adicdo da salmoura. Estes valores estdo de acordo com os obtidos por Sousa et al. (2011)
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relativamente as “alcaparras”, onde este também ¢é o parametro que apresenta maior
disparidade de resultados. E de referir que o teor em cinzas aumenta durante a fermentag&o
e 0 processo de amadurecimento, e que teores de cinzas reduzidos implicam um baixo teor
de sal, o que é nutricionalmente mais adequado (Malheiro et al., 2012).

A Figura 8 representa um exemplo de cinzas obtidas em algumas amostras em

estudo.

N a

l g ‘-:,\zt&

Figura 8. Exemplo de cinzas obtidas da Amostra 10 e 8.

Tabela 11. Composicdo quimica aproximada das amostras em estudo, valores médios e
desvio padrdo, em percentagem (%).

Amostras  Humidade (%) Cinzas (%) Gordura (%) Proteinas (%) Hidratos de ~ Valor Energético

Carbono (%) (Kcal)

1 65,1+ 0,82 3,58+0,34 247+131 3,3+0,37 33+1,42 249 + 4,61

2 64,7 £0,11 5,55 + 0,06 18,6 £ 0,26 3,1+0,03 8,0+0,28 212 +1,07

3 67,2+0,32 5,60 + 0,58 22,6 +1,53 3,2+0,02 1,3+0,65 222+ 11,27

4 64,7 +£0,23 5,18 £0,32 20,2+£1,35 3,4+£0,09 6,6 +1,35 222+7,14

5 65,1 +1,30 6,76 + 0,05 24,3 + 0,66 2,9+0,04 0,9+0,72 234+ 8,73

6 67,7+0,35 5,83+0,13 20,7 +£3,02 3,6+0,12 2,2+2,92 209 + 15,99

7 67,0 0,52 4,89+0,72 19,4 +1,30 3,8 £0,06 49+248 210+ 1,56

8 65,4 + 0,01 6,08 £ 0,05 212+1,41 3,5+0,08 3,8+1,26 220+ 7,27

9 65,5+0,17 5,25 + 0,09 24,0+0,70 3,3+£0,04 1,9+0,65 237+ 3,84

10 72,4 +0,07 3,13 +£0,08 15,8 +0,23 4,1+£0,10 4,6 +0,18 177 +1,73
11 73,3+0,13 5,25+ 0,00 179+1,15 4,0+0,03 -05+1,25 176 £ 5,19
12 70,8 £0,12 2,87 £0,01 22,0+1,04 4,2 +0,04 0,2+0,87 215+ 5,68
13 62,9 £ 0,26 6,46 + 0,19 248 +0,12 4,2+0,12 1,7+0,31 246 +£ 0,28
14 64,8 £ 0,15 1,78 +0,08 26,6 £2,01 45+0,12 2,3+2,06 267 £10,31
15 73,4+0,16 6,43 +0,12 10,2 £1,27 4,4 +0,01 55+1,00 132+ 7,44
16 70,8 £0,26 4,91+0,19 18,0 £ 0,87 3,6 £0,01 2,6 +0,42 187 £ 6,15
17 76,7 +0,44 0,46 + 0,05 14,1 +£0,20 53+0,04 3,4£0,65 162 + 0,99
18 70,1 +£0,24 7,08 +0,14 141+1,10 3,8+0,01 49+1,20 162 £ 5,08
19 69,2 + 0,10 517 +£0,10 189+2,16 4,1+0,09 2,6 £2,07 197 + 10,82
20 70,8 £0,43 0,45 £ 0,05 18,9 + 4,05 4,5 +0,04 5,4 +3,62 209 £ 22,16
21 78,4 £ 0,22 0,33+0,25 149 +3,01 4,6 +0,08 2,3+£297 157 + 14,90
Minimo 62,9 + 0,26 0,33+£0,25 10,2 +1,27 2,9+0,04 0,2+0,87 132+ 7,44
Maéaximo 78,4 £ 0,22 7,08 £0,14 26,6 £2,01 4,6 £0,08 8,1+0,28 266 £ 10,31
Média + dp 69,8 + 4,29 3,88 + 0,60 19,6 £4,24 44 +213 32+£214 205 + 34,46
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O teor em hidratos de carbono, estimado por diferenga dos restantes parametros, foi
muito variavel entre as amostras analisadas, tendo-se registado valores entre 0,2% e 8,1%
para as amostras 12 e 2, respectivamente. No entanto, estes valores estdo relacionados com
a fase de preparacdo e de fermentacdo das azeitonas, sendo que existe uma reducdo na
quantidade de acUcares durante e ap0s o processo de fermentagdo, relacionada com o0s
tratamentos alcalinos, lavagens e armazenamento em salmoura a que as azeitonas estéo
sujeitas, difundindo-se o aglcar presente na polpa para a salmoura (Unal & Nergiz, 2003;
Malheiro et al., 2012; Rodriguez-Gomez et al., 2012).

Das amostras em estudo a que apresentou maior valor energético foi a amostra 14,
com 266 kcal, tendo mais do dobro de energia do que a amostra 15, com o valor minimo de
131 kcal. Atendendo ao facto do valor energético estar maioritariamente relacionado com o
teor de gordura, e que este aumenta com o amadurecimento das azeitonas, pode-se referir
que a amostra 14 (azeitonas mistas) tem valores superiores a amostra 15 (azeitonas verdes),
possivelmente devido a este fator.

Normalmente o valor caldrico das azeitonas de mesa verdes é inferior, devido ao
seu reduzido teor de gordura, sendo as azeitonas de mesa pretas as que tém valores
superiores (Unal & Nergiz, 2003).

De um modo geral, estdo representados na Figura 9, os valores médios

representativos da composicdo quimica de todas as amostras em estudo.

388 3.2 Valor Energético: 205 + 34,46 Kcal

4.4

19,6

® Humidade ® Gordura ®=Proteina Bruta mCinzas mHidratos de Carbono

Figura 9. Composigdo quimica média das azeitonas de mesa em estudo (%).
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4.2.2. Composicdo em Acidos Gordos

A composicdo em acidos gordos das amostras de azeitonas de mesa em estudo esta
exposta na Tabela 12, apresentando-se o valor médio e respetivo desvio padrao.

Este pardmetro é regulado principalmente por fatores genéticos, como a cultivar, e
por fatores agronémicos e ambientais, numa menor intensidade (Malheiro et al., 2012).

O éacido gordo mais abundante foi o oleico (Cig.1) em todas as amostras analisadas,
independentemente da cultivar, variando entre 68,28%, na amostra 13, e 82,97%, na
amostra 18. Os valores obtidos sdo aproximados aos relatados por Tofalo et al. (2012b)
que variam entre 65,7% e 80,2%, relativos a azeitonas de mesa processadas segundo o
método de fermentac&o natural. E de realcar que este foi também o acido gordo maioritério
nas “alcaparras”, produzidas a partir da Cv. Cobrancosa e Cv. Negrinha de Freixo, com
valores de 68,4% e 72,7%, respetivamente (Malheiro et al., 2012).

O segundo &cido gordo mais abundante foi o palmitico (Ci6:0) COM 0s seus teores a
variarem entre 10,68%, na amostra 18, e 13,68%, na amostra 4. Em terceiro lugar, por
ordem de importéncia, foi o acido linoleico (Cig.2¢c) tendo valores bastante variaveis entre
as amostras analisadas, variando entre um minimo de 2,43% para a amostra 16 e um
maximo de 10,58% para a amostra 20.

O é&cido estearico (Cig0) foi 0 quarto em termos de importancia tendo ainda
alguma representatividade, com um valor minimo de 1,45%, para a amostra 17, e um valor
maximo de 4,88%, obtido na amostra 20.

Os restantes acidos gordos representados variaram consoante a amostra em
questdo, ndo ultrapassando 1% em nenhum dos &cidos gordos, com a excecdo do acido
palmitoleico (Cy6:1) que apresenta valores ligeiramente superiores em algumas amostras.

Para facilitar a comparacdo nutricional, os acidos gordos podem ser agrupados em
saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA), incluindo também
0s isémeros trans (LOpez-Lopez et al., 2011; Malheiro et al., 2012), como se pode
verificar na Tabela 13. As azeitonas de mesa sdo constituidas na sua maioria por MUFA,
sendo estes nutricionalmente muito importantes, pois permitem prevenir e reduzir o risco

de doencas cardiovasculares (Kastorini et al., 2010).
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Tabela 12. Composicdo em acidos gordos, média e desvio padrdo, em percentagem (%), das amostras em estudo.

Acidos Gordos (%)
Amostra
Cl4:0 ClG:O ClG:l C17:0 C17:l C18:0 C18:1 C18:2cc CZO:O C20:1n9 C18:3n3 CZZ:O C24:0

1 0,00+£0,00 12,64+0,04 100+001 014+001 0,21+0,01 4,26%+0,15 7102+0,15 913+0,13 044+0,01 0,19+0,01 0,76 0,05 0,11+0,02 0,04 +0,00

2 0,00+£0,00 1143+0,23 0,80+0,02 0,18+0,01 0,27+0,01 350+0,33 76,39+0,11 589+0,02 041+£0,02 0,20£0,02 0,73+£0,03 0,12+0,00 0,05+0,01

3 0,02+0,02 1249+0,30 0,92+0,02 0,14+£0,00 0,26+0,02 3,70x0,21 7314+063 762+£007 042+0,01 0,20+0,01 0,78+0,04 0,11+0,02 0,06 0,01

4 0,00+£0,00 1368+0,10 1,19+0,08 0,15+0,01 0,22+0,01 3,17+0,27 7169%+085 8,23+062 0,40+0,02 0,20+£0,01 0,86+0,07 0,13+£0,01 0,05+0,00

5 0,01+£0,01 1221+0,23 100+0,08 0,15+0,01 0,25+0,06 337+0,20 7305+0,73 840+0,78 041001 0,21+0,01 0,73+0,04 0,11+0,01 0,05+0,01

6 0,02+0,03 1186+0,13 083001 0,16+0,02 0,25+0,03 3,42+0,02 7550+£025 6,35+0,29 041+001 0,22+0,01 0,75+0,02 0,13+£0,01 0,05+0,00

7 0,02+0,02 1261+040 100+0,09 0,19+0,01 0,28+0,02 356+0,13 7286+046 7,76+0,09 042+0,00 0,21+0,01 0,87+0,04 0,13+0,02 0,06+0,01

8 0,02+0,01 12,24+0,11 0,87x0,05 0,14+0,03 0,24+0,04 3,11+0,30 7433+0,10 7,37+062 0,39+0,04 0,21+0,03 082+0,03 0,10+£0,02 0,05+0,01

9 0,00+£0,01 1298+0,13 09+003 014+001 0,24+0,03 380014 71,75+042 848+027 043%+0,01 0,18+0,01 0,84+0,03 0,11+0,01 0,05+0,01

10 0,00+0,01 12,62+080 1,06%+0,19 0,15+0,01 0,24+0,01 4,67+0,26 7229+135 7,17+0,73 0,48+0,07 0,19+0,03 091+0,03 0,10+£0,00 0,03+0,00

11 0,01+£0,01 12,15+0,13 1,10+0,06 0,14+0,01 0,22+0,00 3,62+0,06 7406+093 7,19+098 041+0,02 0,21+0,01 090+0,05 0,10+0,01 0,06 +0,01

12 0,02+0,02 13,03+0,20 0,950,006 0,16+0,01 0,24+0,03 350+0,24 7252+0,72 7,78+0,70 0,44+0,02 0,22+0,01 0,88%0,02 0,13+0,01 0,07+0,01

13 0,01+£0,01 1335+£054 101+006 015+0,00 0,25+0,01 3,75+0,08 6828+141 10,27+053 0,40+0,01 0,17+0,02 0,80%+0,04 0,10+0,01 0,04 +0,01

14 0,00+0,00 1242+0,31 0,89%003 0,13+0,01 0,23+0,01 363+0,12 7190+0,67 913+087 043002 0,21+0,02 082+0,04 0,12+0,01 0,05+0,01

15 0,03+£0,00 1343+055 1,22+0,13 0,05+0,01 0,09£0,01 1,69+£0,04 7895022 283+037 036+003 0,35+0,05 0,72+0,00 0,12+0,01 0,07+£0,01

16 0,01+0,02 1165+0,23 094+0,02 0,08+0,04 0,12+0,06 1,94+0,18 81,16+0,74 243+0,35 0,39+0,02 0,34+0,03 0,67+0,03 0,14+0,01 0,08+0,01

17 0,00£0,00 12,38+0,20 1,17+0,20 0,05+0,01 0,11£0,01 1,45+£0,02 80,00x040 326+015 0,34+004 0,38+£0,03 0,77+£0,07 0,12+£0,01 0,08 £0,02

18 0,01+0,01 1068+048 0,79%+0,11 0,05+£0,01 0,11+£0,01 1,65+0,05 8297+083 248+0,09 0,34+0,03 0,34+0,03 058+0,04 0,12+0,03 0,06 +0,03

19 0,02+0,02 12,35+0,31 1,00+0,09 0,15+0,02 0,25+0,01 3,72+0,36 7392+0,07 6,99+0,15 041+£004 0,19+0,03 0,79+£0,05 0,10£0,03 0,05+£0,02
20 0,01+0,01 12,14+046 0,93+0,04 0,15+0,01 0,21+£0,02 4,88+0,76 69,58+0,24 1058+0,39 0,41+0,03 0,17+0,02 083+0,01 0,08+0,01 0,03+0,00
21 0,00£0,01 1252+0,15 1,19+0,07 0,05+0,01 0,09£0,01 1,65+£0,08 8007021 288+012 036+004 0,34+0,02 066+001 0,10£0,01 0,06+0,01
Minimo 0,00£0,00 10,68+0,48 0,79+0,11 0,05%+0,01 0,09+0,01 145+002 6828+141 243+035 0,34+0,04 0,17+0,02 0,58+0,04 0,08+0,01 0,03+0,00
Maximo 0,03+0,00 13,68+0,10 1,22+0,13 0,19+0,01 0,28+0,02 488+0,76 8297+083 1058+0,39 0,48+0,07 0,38+0,03 0,91+0,03 0,14+0,01 0,08+0,01
Médiatdp 0,01+0,01 1242+068 1,00+0,14 0,13+0,04 021+006 3,26+0,92 7458+365 6,70+x237 040+0,03 0,24+0,06 0,79+0,09 011+0,01 0,05+0,01
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Tabela 13. Valores médios e desvio padrdo da composicdo em acidos gordos saturados,
monoinsaturados, polinsaturados e isdbmeros trans, em percentagem (%), das amostras em
estudo.

Amostra SFA MUFA PUFA Trans
1 17,63 £ 0,07 72,42 £ 0,15 9,89+0,16 0,04 £0,01
2 15,68 £0,11 77,65+0,14 6,62 + 0,02 0,04 £0,01
3 16,95+ 0,44 74,53 £ 0,60 8,39+ 0,05 0,04 £0,02
4 17,59 £ 0,23 73,29 £ 0,99 9,09 £ 0,69 0,01 £0,02
5 16,30 £ 0,04 74,50 £ 0,83 9,13+£0,82 0,05£0,02
6 16,07 £ 0,08 76,80 £ 0,23 7,10 £ 0,27 0,01 +£0,02
7 16,99 £ 0,27 74,34 £ 0,23 8,63+0,13 0,01 £0,02
8 16,06 £ 0,47 75,65 £ 0,17 8,19+ 0,64 0,10 £ 0,02
9 17,51 £ 0,25 73,13+£0,48 9,31+£0,25 0,03+£0,01
10 18,07 £ 0,49 73,79+ 1,15 8,08 £0,70 0,03+0,01
11 16,47 £ 1,69 75,58 £ 0,92 8,08 £1,03 0,04 £0,01
12 17,35%£0,15 73,94 + 0,69 8,66 + 0,68 0,04 £0,01
13 17,79+£0,44 69,70 £ 1,46 11,07 £ 0,50 0,04 £0,01
14 16,79 £ 0,36 73,24 + 0,68 9,95+0,91 0,02 £0,02
15 15,75 £ 0,58 80,61 £ 0,30 3,55+0,65 0,04 £0,01
16 14,28 £ 0,37 82,59 +0,71 3,10+ 0,33 0,02 £0,03
17 14,43 £ 0,24 81,65 £ 0,50 4,03%1,57 0,02 £0,01
18 12,92 £ 0,53 84,22 £ 0,72 3,07 +£0,08 0,04 £0,01
19 16,80 £ 0,15 75,38 £ 0,07 7,78+ 0,10 0,04 £0,01
20 17,71 £ 0,22 70,90 £0,21 11,44+ 0,38 0,04 £0,03
21 14,75 £ 0,21 81,69 0,31 3,54+£0,12 0,05 £ 0,06
Minimo 12,92 £ 0,53 69,70 £ 1,46 3,07 +£0,08 0,01 +£0,02
Maximo 18,07 £ 0,49 84,22 £0,72 11,44 + 0,38 0,10 £ 0,02
Média + dp 16,40 £ 1,25 76,04 £ 3,68 7,49 + 2,43 0,04 £ 0,02

> Saturados =Y Cia0+ Ci60+ Ci7.0+ Cis0+ Ca0.0+ Cazo+ Caso
» Polinsaturados = ¥ Cig:aec + Cig:3n3
» Monoinsaturados = Y Cig:1 + C17:1 + C1g:1 + Coo:1n9

» Isomeros trans = Y Cig1¢+ Cigiat

No que respeita aos acidos gordos saturados (SFA) o acido palmitico € o mais
representativo. Estes &cidos gordos demonstram resisténcia a oxidacdo, sendo o aumento
do seu teor proporcional ao aumento da degradacao da gordura (Lépez-Lopez et al., 2011),
sendo que uma dieta rica neste tipo de gorduras pode induzir doencas cardiovasculares,
como arritmias cardiacas e formacdo de ateromas, devido ao aumento de colesterol LDL

no sangue (McLennan, 1993).
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Por outro lado, temos os é&cidos gordos polinsaturados (PUFA), em menor
proporcdo que 0s anteriores, que sdo muito importantes para a salide humana, tendo em
conta que néo sao sintetizados pelo nosso corpo (Ghanbari et al., 2012), permitindo reduzir
os niveis de colesterol LDL e HDL no sangue, e reduzindo a incidéncia de doengas
cardiovasculares (McLennan, 1993).

Os acidos gordos trans tém uma expressao muito reduzida, sendo resultantes da
degradacdo da gordura, o seu aumento implica uma diminuicdo dos &cidos gordos

polinsaturados, ndo apresentando assim degradacédo aparente (LOpez-Lopez et al., 2011).

4.2.3. Composicdo em Tocoferdis

A Tabela 14 mostra os resultados obtidos quanto ao teor em tocoferdis presente
em cada amostra em estudo, tendo sido identificados quatro vitdmeros da vitamina E: a-,
B-, y- e o-tocoferol.

O o-Tocoferol foi o mais representativo, sendo o mais abundante em todas as
amostras de azeitonas de mesa analisadas, com valores entre 2,68 mg/100 g de polpa de
azeitona, na amostra 18 e 6,24 mg/100 g de polpa de azeitona, na amostra 5. No geral,
estes valores sdo superiores aos obtidos para as “alcaparras” com 1,20 mg/100 g de peso
fresco, reportado por Sousa et al. (2011), e inferiores as reportados por Sakouhi et al.,
(2008), com um valor minimo de 4 mg/100 g.

E de referir que este é também o maior vitdmero presente nos azeites (Cunha et
al., 2006; Beltran et al., 2010; Ghanbari et al., 2012). O seu contetdo diminui durante o
armazenamento das azeitonas, bem como durante o seu processamento, diminuindo
gradualmente durante as mudancas de cor verde para negra (Pereira et al., 2002; Sakouhi et
al., 2008).

Em segundo lugar, o &-tocoferol foi o que apresentou valores superiores, sendo
estes bastante varidveis entre as amostras em estudo, variando entre 0,02 mg/100 g de
polpa de azeitona, na amostra 12, e 0,97 mg/100 g de polpa de azeitona, na amostra 2.

Os restantes vitameros p- e y-tocoferol apresentaram valores bastante reduzidos,
tendo o B-tocoferol valores maximos de 0,03 mg/100 g de polpa de azeitona, e 0 y-
tocoferol de 0,17 mg/100 g de polpa de azeitona.

O conteldo total em Vitamina E variou entre 2,98 mg/100 g de polpa de azeitona

(amostra 15) e 6,91 mg/100 g de polpa de azeitona (amostra 5), 0 que sdo valores
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superiores aos registados por Malheiro et al. (2012) relativamente a azeitonas verdes

descarogadas, e inferiores aos relatados por Sakouhi et al. (2008).

Tabela 14. Composi¢do em tocoferois e tocotriendis (mg/ 100g de polpa de azeitona) das

amostras em estudo (meédia + desvio padrdo).

Amostra a-Tocoferol B-Tocoferol v-Tocoferol é-Tocoferol Total
1 4,36 +0,34 0,02 + 0,00 0,12+0,01 0,41+ 0,07 4,91

2 4,41+ 0,08 0,01 +0,00 0,08 £0,01 0,97 £ 0,04 5,47

3 4,67 +0,15 0,02 £ 0,00 0,09 +0,01 0,10 £ 0,02 4,89

4 6,03 +£ 0,04 0,03 +0,00 0,06 +£0,00 0,28 £0,01 6,40

5 6,24 + 0,23 0,03+ 0,00 0,15+0,03 0,49 +0,01 6,91

6 5,26 + 0,53 0,02 + 0,00 0,10+ 0,01 0,41+0,01 579

7 5,59 + 0,26 0,02 + 0,00 0,10 + 0,00 0,09+ 0,01 5,79

8 4,70 £ 0,35 0,02 + 0,00 0,08 + 0,00 0,28 + 0,02 5,08

9 5,75+ 0,44 0,02 + 0,00 0,12+ 0,02 0,15+ 0,04 6,04

10 4,95+0,43 0,02 £ 0,00 0,09 £ 0,00 0,15+0,02 521

11 5,16 £ 0,35 0,02 £ 0,00 0,09 +£0,01 0,09 +£0,01 5,37

12 4,98 +0,13 0,02+0,01 0,09 +£0,01 0,02 £0,01 511

13 5,78 + 0,00 0,02 + 0,00 0,13+ 0,00 0,25+ 0,00 6,18

14 5,78+ 0,02 0,02 + 0,00 0,11+0,01 0,05 + 0,00 5,96

15 2,94 +0,26 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,03 + 0,00 2,98

16 3,39+0,12 0,02 + 0,00 0,06 + 0,00 0,08+ 0,01 3,55

17 2,84 +0,24 0,02 £ 0,00 0,05+ 0,00 0,16 £0,01 3,07

18 2,68 £0,04 0,02 £ 0,00 0,05+ 0,00 0,75+0,03 3,50

19 4,94 + 0,07 0,02 £ 0,00 0,13+0,01 0,31+0,02 5,40

20 4,87 +0,02 0,02 £ 0,00 0,17 £ 0,02 0,08 £ 0,00 5,13

21 2,69+ 0,07 0,01 + 0,00 0,04 + 0,00 0,72 £ 0,02 3,47
Minimo 2,68+0,04 0,01+0,00 0,01+0,00 0,02+ 0,01 2,98
Maximo 6,24 £ 0,23 0,03 +0,00 0,17 £ 0,02 0,97 £ 0,04 6,91
Média = dp 4,74+ 1,10 0,02 £ 0,00 0,09 £ 0,04 0,27 £ 0,26 5,12

A Figura 10 representa os valores médios obtidos, partindo de todas as amostras
analisadas, relativamente ao teor em tocoferois das azeitonas de mesa.

E facil verificar a enorme proporcio do a-tocoferol com 4,74 mg/100g de polpa
de azeitona, comparativamente aos restantes isomeros, que ndo perfazem mais de 0,5

mg/100g de polpa de azeitona.
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Figura 10. Composicdo média em tocoferdis (mg/100g de polpa de azeitona) das amostras
em estudo.

De forma particular, os tocoferdis sdo considerados como 0s antioxidantes
lipossolUveis naturais mais importantes, pois impedem a peroxidacao lipidica por radicais
livres nas membranas e particulas de lipoproteinas (Ghanbari et al., 2012).

As azeitonas de mesa constituem uma boa fonte destes compostos, sendo cada vez
mais apreciadas e consumidas, ndo sé pelas suas caracteristicas sensoriais, mas também

devido & sua composicao.

4.3. Andlise estatistica

4.3.1. Andlise de componentes principais (ACP) — Parametros biométricos

Uma vez recolhidos todos os dados biométricos das 21 amostras de azeitonas
Transmontanas de fermentacdo natural, procedeu-se a realizacdo de uma Anélise de
Componentes Principais (ACP), tendo em conta as seguintes variaveis: peso, comprimento,
Dmax, Dmin, € forma, tanto dos frutos como dos respetivos endocarpos. Na Figura 11 esta

representada a ACP obtida com as variaveis em questéo.
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Figura 11. ACP usando as varidveis biométricas (peso, comprimento, Dmax, Dmin, € forma)
de frutos e endocarpos de 21 amostras de azeitonas de mesa Transmontanas obtidas pelo
método de fermentacdo natural. As duas dimensdes explicam 83.07% da variancia total
dos dados.

Verifica-se que ndo houve um claro agrupamento de acordo com a amostra em si,
no entanto € observavel a formacdo de dois grupos, estando representadas na regido
positiva da primeira dimensdo as azeitonas de mesa com maior calibre, reportando assim
maior valor real das varidveis em estudo. As restantes amostras, representadas na regido
negativa da primeira dimensdo, apresentam valores reais mais baixos em relagdo as
variaveis em estudo, excetuando as amostras representadas na regido negativa de ambas as
dimensdes, que apresentam uma maior razao entre 0 comprimento e 0 Dy dos frutos (o

que corresponde a forma). Ndo se verificou qualquer separacao relativamente a cultivar.
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4.3.2. Andlise de componentes principais (ACP) — Composi¢cdo Quimica

No que respeita & composi¢do quimica, foi realizada uma ACP com todos os dados
quimicos obtidos, incluindo &cidos gordos (individuais e classes) e os tocoferois.

A variancia explicada pelas duas dimensdes corresponde apenas a 57,56%, como se
pode verificar na Figura 12. Na regido positiva da primeira dimensdo estdo representadas
todas as amostras relativas a cultivar Cobrangosa, mais ricas em gordura e cinza e
apresentando um maior valor energético.

No lado oposto a representacdo das amostras da Cv. Cobrancosa estdo
representadas 5 amostras, sendo todas elas de outras cultivares que ndo Cobrangosa. As
amostras numeros 15, 17 e 18 correspondem a azeitonas de mesa da Cv. Negrinha de
Freixo e as amostras nimeros 16 e 21 correspondem a cultivares desconhecidas. Estas
apresentaram maiores teores de humidade, hidratos de carbono e proteinas. Quanto ao
perfil em tocoferodis as amostras da Cv. Cobrangosa sdo ricas em a- e¢ B-tocoferol, tendo

assim maior teor de vitamina E total. As restantes amostras sd3o mais ricas em 8-tocoferol.

Apds a obtencdo destes resultados voltou-se a fazer uma ACP mas incluindo apenas
os dados do perfil em acidos gordos e suas classes, por vezes descritos como marcadores
para as cultivares. Usando apenas duas dimens@es, ou componentes principais, passou a ser
possivel explicar 70.4% da variancia total dos dados, como se pode verificar na Figura 13.

A tendéncia mantém-se estando as amostras da Cv. Cobrancosa representadas na
regido positiva da primeira dimensdo e as restantes amostras na regido oposta. Segundo a
ACP, as amostras da Cv. Cobrancosa foram as que apresentaram maior teor em acidos
gordos saturados (SFA) e polinsaturados (PUFA), muito pela contribuicdo dos acidos
palmitico e estearico (cis:0 € Cig:o respetivamente) no caso dos SFA e dos acidos gordos
linoleico e linolénico (Cyg:2 € C1g:3 respetivamente) no caso dos PUFA.

As amostras representadas na zona negativa do eixo principal séo aparentemente
mais ricas em acidos gordos monoinsaturados (MUFA), com especial prevaléncia para o
acido oleico (Cyg:1). No entanto alguns SFA de menor expressdo como sendo 0s acidos
behénico e lignocérico (Ca:0 e Cas0 respetivamente) também aparecem aumentados.

Verificou-se assim que apenas com o perfil em acidos gordos é possivel distinguir
as cultivares de azeitona que deram origem as azeitonas de mesa Transmontanas

provenientes de fermentacdo natural.
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Dimensao 1 (43,87%)

Figura 12. ACP usando a composi¢cdo em &cidos gordos (individuais e respetivas
classes), composi¢do quimica e composicdo em tocoferdis de azeitonas de mesa
Transmontanas obtidas pelo método de fermentacdo natural. As duas dimensdes

explicam 57.56% da variancia total dos dados.
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Figura 13. ACP usando a composicdo em &cidos gordos (individuais e grupos) de
azeitonas de mesa Transmontanas obtidas pelo método de fermentacdo natural. As duas
dimensoes explicam 70,40% da variancia total dos dados.
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4.4. Parametros microbiolégicos
4.4.1. Seguranca microbioldgica

De acordo com o Codex Alimentarius (2010) e a NP - 3034 (1987), as azeitonas
de mesa, assim como todos os produtos alimentares, devem estar isentas de
microrganismos patogénicos e suas toxinas, ou de qualquer outro agente contaminante. No
caso de azeitonas fermentadas e conservadas, mediante caracteristicas proprias, podem-se
detetar os microrganismos que estdo envolvidos no processo de fermentagdo. Neste
sentido, 0s microrganismos mais relevantes, a ter em conta, sdo Enterobacteriaceae,
bactérias acido-lacticas e leveduras (Arroyo-Lépez et al., 2010; Bautista-Gallego et al.,
2011; Panagou et al., 2008).

Nas Tabelas 15 e 16 encontram-se os resultados da analise microbioldgica
realizada na polpa e salmoura de azeitonas de mesa.

A populacdo de mesofilos apresentou valores mais elevados na salmoura do que
na polpa de azeitona, a exce¢cdo da amostra 3. Assim, as contagens obtidas na polpa de
azeitona situaram-se entre 1x10? e 6x10* UFC/g e na salmoura de 9x10? a 2x10° UFC/ml.
Contagens elevadas deste grupo de microrganismos na salmoura foram também observadas
por Pereira et al. (2008) em amostras de salmoura de cobertura de azeitonas mistas ao
natural, obtidas no mercado tradicional, e por Tofalo et al. (2012b) em azeitonas
processadas por fermentacdo natural de diferentes cultivares italianas.

Em relacdo a contagem de leveduras, verificou-se que as mesmas foram também
mais elevadas na solucdo de salmoura, com excecdo da amostra 4, tendo sido o valor
méximo obtido de 1x10° UFC/mI (6 log UFC/mI) para as amostras 1 e 3 de salmoura.
Estes resultados encontram-se dentro do intervalo obtido por outros autores (Marquina et
al.,1992; Nisiotou et al., 2009) (4 e 6 log UFC/ml), e sdo inferiores ao limite maximo
estabelecido pelo Codex Alimentarius (2010), o qual indica que, dependendo da fase de
fermentacgdo, o numero de leveduras pode ir até 10° UFC/ml ou por grama, na salmoura ou
polpa respetivamente. Convém realgar, que no final do processo de fermentacdo as
leveduras e bactérias acido lacticas s@o os organismos dominantes na salmoura (Nychas et
al, 2002), e como a maioria das bacterias lacticas sdo basicamente mesofilas (Forsythe,
2007), justifica-se assim os valores elevados destes microrganismos nas amostras
analisadas.

Os valores mais elevados de leveduras comparativamente aos mesofilos, poderéo
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estar relacionados com facto das leveduras serem mais tolerantes ao NaCl, utilizado em
concentracdes entre 8-10% (Panagou et al., 2008; Rejano et al., 2010), e aos compostos
fenolicos (Pereira et al., 2008), sendo importante revelar que as bactérias lacticas sdo
inibidas em meios com concentracdo de NaCl superior a 8% (Quintana et al., 1997).
Refira-se também que as leveduras podem ainda ser Uteis para fins de controlo bioldgico,
pois ndo sdo microrganismos patogénicos pelo facto de ndo produzirem esporos ou
micotoxinas (Psani et al., 2006), e podem produzir compostos volateis e metabolitos que
melhoram as caracteristicas sensoriais do produto. No entanto, se estiverem presentes em
valores superiores a 10° UFC/g ou ml, também podem ter efeitos negativos como uma
maior producdo de CO, que pode penetrar nas azeitonas e danifica-las (Arroyo-Lopez et
al., 2008), formacdo de outros gases, amolecimento da polpa, abaulamento dos pacotes
onde sdo embaladas, turvacdo das salmouras ou producdo de odores e sabores indesejaveis
(Tofalo et al., 2012b). Para além disto, a presenca excessiva de leveduras nos alimentos,
podera indicar manipulacdo inadequada do produto, podendo ter havido falhas na limpeza
da matéria-prima e/ou manuseio realizado em condi¢cbes insatisfatorias, bem como

contaminacdo durante as etapas de processamento do produto.

Tabela 15. Contagens de microrganismos em amostras de polpa de azeitona (UFC/g).

Amostra Mesofilos Leveduras Coliformes E. coli cII::)ZFt)?i:jci)Zs S. aureus Salmonella
1 7x10? 4x10° <10 <10 <10 <10? ausente
2 4x10° 1x10° <10 <10 <10 <10? ausente
3 3x10° 3x10° <10 <10 <10 <10? ausente
4 6x10* 6x10° <10 <10 <10 <10? ausente
5 4x10° 5x10* <10 <10 <10 <10? ausente
6 1x10? 2x10? <10 <10 <10 <10? ausente
7 4x10* 8x10* <10 <10 <10 <10? ausente
8 4x10° 1x10* <10 <10 <10 <10° ausente
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Tabela 16. Contagens de microrganismos em amostras de salmoura (UFC/ml).

Amostra  Mesofilos Leveduras Coliformes E.coli CEJS;Ft):)i[jci)Zs S. aureus Salmonella
1 1x10" 1x10° <10 <10 <10 <10? ausente
2 2x10° 7x10° <10 <10 <10 <10? ausente
3 2x10° 1x10° <10 <10 <10 <10? ausente
4 1x10° 2x10° <10 <10 <10 <10? ausente
5 4x10* 1x10° <10 <10 <10 <10? ausente
6 9x10? 8x10° <10 <10 <10 <10? ausente
7 1x10° 9x10° <10 <10 <10 <10? ausente
8 5x10° 8x10° <10 <10 <10 <10° ausente

Nas andlises efetuadas a polpa de azeitona (Tabela 15) e a salmoura (Tabela 16),
ndo foram contabilizadas coldnias vidveis de coliformes totais e E. coli, a semelhanca do
observado por Pereira et al. (2008) na polpa e na salmoura de cobertura de amostras de
azeitonas mistas ao natural e de azeitonas naturais da Cv. Galega, bem como por Alves et
al. (2012) onde nédo foram detetadas colonias tipicas de E. coli em todo o estudo realizado
em azeitonas verdes quebradas.

Os resultados obtidos, no presente trabalho, sugerem boas condic¢des de higiene ao
longo do processamento das azeitonas, uma vez que estes microrganismos Sao
considerados indicadores de contaminacdo fecal.

Em relagdo aos clostridios sulfito redutores, também ndo foram contabilizadas
colonias viaveis, ao contrario do observado por Pereira et al. (2008), na polpa e salmoura
da maioria das amostras produzidas por fermentacdo natural. A pesquisa deste grupo de
microrganismos, anaerobios e esporulados, em alimentos torna-se importante uma vez que
nos pode fornecer uma indicacdo simples e rapida da potencial presenca de C. perfringens
e C. botulinum, duas espécies capazes de causar toxinfecfes alimentares.

Em relacdo ao S. aureus, ndo foram detetadas coldnias viaveis nas amostras
analisadas. Esta bactéria tolera concentracfes de NaCl de 5 — 7% e encontra-se presente no
ar, poeira, fossas nasais, garganta e pele do Homem e animais, sendo os manipuladores as
principais fontes de contaminacdo dos alimentos. Algumas estirpes sdo capazes de produzir
uma enterotoxina muito estavel, que representa um risco potencial para a saude dos
consumidores.

Em todas as amostras analisadas ndo foi detetada a presenca de Salmonella spp.
em 25 g de amostra. Este microrganismo encontra-se normalmente no trato intestinal do

Homem e animais como microrganismos comensais ou patogénicos. O género Salmonella
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spp. pode causar diferentes sindromes clinicos que vdo desde ligeiras gastroenterites a
complicadas doencas sistémicas como a febre tifoide.

Fatores como o pH (3,96 - 4,18), concentracdo de NaCl (7,86 - 9,54% p/v) e
disponibilidade de substrato podem afetar e limitar o crescimento de microrganismos
patogénicos (Hern&ndez et al., 2007; Tofalo et al., 2012b), nomeadamente de Salmonella
spp. e de S. aureus, bem como a presenca de outros microrganismos indesejaveis.

De referir que, no caso de serem detetados microrganismos patogénicos numa
amostra, esta deve ser considerada potencialmente perigosa e assim imprépria para
consumo (Pereira et al., 2008; Tofalo et al., 2012b).

4.4.2. ldentificacdo de leveduras e atividade enzimatica

Na Tabela 17 estdo referidas todas as leveduras identificadas, tanto por

identificacdo molecular como pelas galerias APl 20C AUX, diferenciando as que se

encontram presentes na polpa e na salmoura.

Tabela 17. Isolados de leveduras provenientes da polpa de azeitona e salmoura,
identificados por sequenciacdo parcial do gene rDNA 26S e galerias APl 20C AUX.

Espécies identificadas NUmero da amostra Polpa Salmoura
Pichia membranifaciens 1 - +
Candida ishiwadae 1,5 + +
Sporobolomyces roseus 1 - +
Wickerhamomyces anomalus 4,5,8 + +
Pichia manshurica 4,5,8 + +
Candida boidinii 7 - +
Sacchoromyces paradoxus 6 + -
Candida lipolytica 4,8 - +
Candida tropicalis 2 + -

Atendendo aos resultados expressados na tabela 17, verifica-se que as leveduras
identificadas predominam na salmoura. Assim, nesta solucdo, as leveduras identificadas
foram P. membranifaciens, C. ishiwadae, S. roseus, W. anomalus (anteriormente designada
Pichia anomala), P. manshurica, S. paradoxus e C. tropicalis.

Pichia manshurica (também designada por Pichia galeiformis) e a W. anomalus
foram as leveduras mais frequentes nas amostras analisadas, sendo encontrada tanto na

polpa como na salmoura. Estes resultados estdo de acordo com o referenciado por Bautista-
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Gallego et al. (2011), onde estas espécies sao referidas como as predominantes no final do
processo de fermentagéo.

P. membranifaciens isolada exclusivamente na salmoura, tem sido frequentemente
referenciada em diversas preparacdes de azeitonas verdes e pretas (Coton et al., 2006;
Rodriguez-Gomez et al., 2010), bem como a W. anomalus (Hern&ndez et al., 2007). Estas
duas espécies foram descritas por Hernandez et al. (2007), como sendo as predominantes
na salmoura de azeitonas naturais, de diferentes regides de Portugal.

Candida boidini é uma das espécies mais referenciadas pela literatura, pela sua
abundante presenca nas azeitonas de mesa de fermentacdo natural (Coton et al., 2006;
Arroyo-Lopez et al., 2008; Hurtado et al., 2008; Rodriguez-Gémez et al., 2010) e também
na polpa de azeitonas mistas naturais, provenientes do mercado tradicional (Pereira et al.,
2008). Ao contrario destes autores, esta espécie foi apenas isolada, neste trabalho, na
salmoura.

De entre a literatura pesquisada, a presenca de C. ishiwadae apenas é referenciada
por Coton et al. (2006) na salmoura de amostras de azeitonas pretas naturais, onde esta é
considerada uma nova espécie presente em azeitonas, sendo que nas amostras analisadas a
sua presenca foi verificada na polpa e salmoura.

S. roseus isolada na salmoura da amostra 1, também foi referenciada por
Kotzekidou (1997) em azeitonas pretas de estilo grego. Esta espécie, devido a presenca de
um pigmento carotenoide, apresenta uma coloracdo alaranjada/salméo, tal como se pode
observar na Figura 14.

Do género Saccharomyces a mais comum é a S. cerevisiae referenciada por Alves
et al. (2012), como sendo das espécies mais isoladas na salmoura de azeitonas verdes
quebradas, e por Rodriguez-Gémez et al. (2010), como sendo uma levedura associada a
fermentacdo das azeitonas. Tendo em conta que as amostras analisadas se encontravam na
fase final de fermentacdo, esta levedura ndo foi detetada. Deste género apenas foi isolada a
S. paradoxus, cuja presenca em azeitonas de mesa ndao € mencionada por nenhum dos
autores pesquisados.

C. tropicalis € referenciada por Arroyo-Lépez et al. (2008) e Bautista-Gallego et al.
(2011) como uma espécie identificada nos primeiros estadios da fermentagéo. Contudo, no
presente trabalho esta espécie foi isolada na fase final de fermentacdo. Segundo Arroyo-

Lopez et al. (2008), esta espécie tem a capacidade degradar os polifendis.
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De forma geral, a maioria das leveduras identificadas neste trabalho também séo
referenciadas por Arroyo-LOpez et al. (2008), Pereira et al. (2008) e Bautista-Gallego et al.
(2011).

O “aspeto” macroscopico de todas as leveduras identificadas por sequenciacdo da
regido D1/D2 do gene 26S rDNA, é visivel na Figura 14. Tal como se pode observar nesta

figura, a coloragéo das coldnias varia desde 0 branco ao bege, excetuando a S. roseus com

coloracgdo alaranjada/salmao.

Pichiamembranifaciens Candidaishiwadae Sporobolomycesroseus Wickerhamomyces anomalus

Saccharomyces paradoxus Candidaboidinii Pichiamanshurica

Figura 14. Espécies de leveduras identificadas por sequenciacdo da regido D1/D2 do gene
26S rDNA.

Na Tabela 18 apresentam-se 0s resultados respeitantes a avaliacdo da atividade
enzimatica, através de testes qualitativos, das leveduras identificadas por sequenciacéo.

A atividade da B-glucosidase é evidenciada pela maioria das estirpes identificadas,
com a excecdo da P. manshurica e C. boidini. Bautista-Gallego et al. (2011) referem
também consideravel producdo de B-glucosidase em W. anomalus isolada de azeitonas de
azeitonas preparadas pelo Estilo grego e Sevilhano. Segundo Arroyo-L6pez et al. (2008), a
presenca de microrganismos com atividade B-glucosidase é conveniente no processo de
fermentacdo de azeitonas, porque podem hidrolisar a oleuropeina-glucosidase, removendo
assim a amargura natural presente nas azeitonas de mesa.
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Tabela 18. Atividade enzimatica das leveduras identificadas.

Levedura Substrato  Protease  B-Glucosidase Amilase Esterase Lipase Catalase
Pichia membranifaciens Salmoura - + - - - pr.
Candida ishiwadae Azeitona +++ +++ - - - pr.
Candida ishiwadae Salmoura +++ +++ - - - pr.
Sporobolomyces roseus Salmoura +++ +++ ++ ++ ++ pr.
Wickerhamomyces anomalus ~ Salmoura +++ +++ ++ - - pr.
Pichia manshurica Azeitona - - - - - pr.
Pichia manshurica Salmoura - - - - - pr.
Candida boidini Salmoura - - - - - pr.
Saccharomyces paradoxus Azeitona - ++ - - - pr.

“-“ (nenhuma atividade); “+” (fraca atividade); “++” (moderada atividade); “+++” (forte atividade). Catalase: “au.”
(auséncia); “pr.” (presenga).

Das leveduras identificadas, no presente trabalho, apenas S. roseus apresentou
atividade lipolitica e esterasica. Bautista-Gallego et al. (2011) detetaram atividade destas
enzimas em W. anomalus isolada da Cv. Gordal, tendo, no entanto, obtido resultado
negativo para a mesma espécie isolada da Cv. Manzanilla. Também estes autores detetaram
atividade lipolitica em C. boidinii obtida da Cv. Manzanilla, & semelhanga do observado
por Rodriguez-Gomez et al. (2010).

De acordo com Hernandez et al. (2007) e Rodriguez-Gémez et al. (2010),
leveduras com atividade esterdsica e lipolitica sdo desejaveis durante a fermentacao,
porque podem melhorar o flavour das azeitonas de mesa, através da formacdo de
compostos volateis que podem ser produzidos pelo catabolismo dos acidos gordos livres.

Em relacdo a atividade da enzima catalase, todos os isolados de leveduras testados
exibiram essa atividade (Tabela 18). Também Hernandez et al. (2007) e Bautista-Gallego
et al. (2011) detetaram atividade desta enzima para a maioria dos isolados testados.
Segundo Hernandez et al. (2007), estirpes catalase positivas sdo desejaveis durante a
fermentacdo porque podem contribuir para a preservacdo de azeitonas, reduzindo a
oxidacdo de &cidos gordos insaturados e a formacao de perdxido de hidrogeénio.

A atividade da amilase foi apenas evidenciada pelas leveduras W. anomalus e S.
roseus. Os microrganismos com a capacidade de produzir amilases podem ser utilizados
para diversos fins biotecnologicos, sendo o exemplo da industria alimentar, onde estes
podem eliminar a turvacgdo produzida pelos amidos em diversos produtos.

Convém realgar que S. roseus, pouco frequente em azeitonas de mesa, foi a que

apresentou uma maior atividade enzimatica, pois produziu todas as enzimas testadas.
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Capitulo 9

Conclusao




76



5. Conclusao

As azeitonas de mesa processadas por fermentacdo natural sdo um produto cada vez
mais usual na regido de Trds-os-Montes. Este tipo de preparacdo permite remover o
amargor natural das azeitonas frescas, essencialmente devido a presenca de oleuropeina,
sem recorrer a utilizacdo de um tratamento alcalino, ocorrendo a fermentacdo, quase
exclusivamente devido & atividade de leveduras.

Ao nivel morfologico € possivel referir que os parametros analisados néo
demostram uma notavel conformidade que permita utilizar os valores obtidos para
diferenciar as amostras entre si. A forma é o Unico pardmetro que ndo apresenta valores
muito dispares entre as amostras analisadas, tanto no fruto como no endocarpo,
apresentando todas as amostras forma ovoide e eliptica, respetivamente.

Ao nivel nutricional, as cultivares de azeitonas de mesa produzidas segundo o
método de fermentacdo natural sdo constituidas maioritariamente por agua e gordura, com
valores médios de 69,8% e 19,6%, respetivamente. Contudo, as diversas amostras
apresentam estados de maturacdo distintos, sendo a concentracdo de gordura superior nas
amostras mais maduras (azeitonas pretas), comparativamente as azeitonas que se
apresentam no inicio do processo de maturacdo (azeitonas verdes). Neste sentido, o valor
energético das azeitonas é influenciado pelo seu estado de maturacédo, apresentando valores
variaveis entre 131 kcal e 267 kcal.

Independentemente da cultivar ou do estado de maturacdo das azeitonas, a gordura
das amostras estudadas € maioritariamente constituida por acidos gordos monoinsaturados
(MUFA) tendo valores superiores a 69,70% em todas as amostras. Os &cidos gordos
saturados (SFA) apresentam-se em proporc@es reduzidas, no entanto sdo os acidos gordos
polinsaturados (PUFA) os que detém menores valores. O &cido oleico é o maioritario em
todas as amostras, representando em média 74,58% do total em acidos gordos.

As azeitonas de mesa sdo ainda constituidas por uma quantidade apreciavel de
compostos com potencial biologico e antioxidante, como os tocoferdis. O a-tocoferol € o
isbmero maioritario em todas as amostras, apresentando valores médios de 4,74 mg/100g
de polpa de azeitona.

Ao nivel microbiologico, todas as amostras podem ser consideradas seguras para o
consumidor, apesar de terem sido detetados leveduras e microrganismos aerdbios

mesofilos, sempre em valores inferiores aos permitidos por lei (<10° UFC/g ou ml).
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Realce-se que ndo foi detetada a presenca de microrganismos patogenicos, nomeadamente
S. aureus e Salmonella spp. em todas as amostras analisadas.

No que respeita a atividade enzimatica das leveduras analisadas, a Sporobolomyces
roseus apresenta capacidade de producdo de todas as enzimas testadas, sendo a levedura
que revela um maior potencial biotecnoldgico.

Com o presente trabalho pretende-se contribuir com informagéo que possibilite a
criacdo de uma Denominacdo de Origem Protegida de azeitonas de mesa naturais de Tras-

o0s-Montes.
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