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Resumo

A “Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo” ¢ um produto de denominagao de
origem protegida (DOP), da regido do Nordeste Transmontano, consumida apos
tratamento ou em salmoura.

Este trabalho pretendeu avaliar a evolugédo da populacdo microbiana (mesofilos,
bactérias lacticas, bolores e leveduras) ao longo do processo de fermentacdo natural, em
salmoura, de azeitonas de mesa da cultivar Negrinha de Freixo. Pretendeu-se ainda
identificar morfologicamente e molecularmente, através da amplificacdo termociclica da
regido internal transcribed spacer (ITS) do rDNA nuclear, as espécies de leveduras
presentes durante a fermentacdo e correlacionar a sua presenca com 0S parametros
quimicos avaliados na salmoura (pH e acidez titulavel).

Os resultados indicam que a fase inicial do processo de fermentagdo natural é
conduzida maioritariamente por leveduras e numa fase posterior também por bactérias
lacticas. A identificacdo de leveduras durante a fermentacdo permitiu registar um total
de 1130 isolados na salmoura e de 1492 na polpa, pertencentes ao género Candida,
Pichia, Saccharomyces, Debaryomyces, Galactomyces e Rhodotorula. As espécies mais
abundantes na salmoura e polpa de azeitona foram S. cerevisiae, C. tropicalis, P.
membranifaciens e C. boidinii. Ao longo do processo de fermentacdo registaram-se
variacdes na populacdo de leveduras predominando nos primeiros 4 dias C. boidinii na
salmoura e P. membranifaciens na polpa, e a partir dos 17 dias S. cerevisiae e C.
tropicalis em ambas as matrizes. A diversidade de espécies de leveduras foi superior na
salmoura face a polpa, durante todo o processo fermentativo, apresentando valores
maximos a partir dos 44-54 dias. A dindmica populacional das leveduras mostrou estar
significativamente correlacionada com o valor de pH e acidez, em que decorre 0
processo fermentativo.

Espera-se que os resultados possam contribuir para a melhoria das condicGes de
fermentagdo da “Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo”, permitindo o aumento da

sua qualidade e, simultaneamente, da sua seguranga.

Palavras-chave: Azeitonas de mesa; Negrinha de Freixo; fermentacéo; leveduras;

identificacdo molecular; indices de diversidade; indices de similaridade.
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Abstract

The “Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo” is a product with protected
designation of origin (PDO) of the northeastern region of Tras-os-Montes, generally
consumed after treatment or in brine.

This study intends to assess the evolution of microbial population (mesophiles,
lactic acid bacteria, yeasts and molds) during the natural fermentation process, in brine,
of table olive cultivar “Negrinha de Freixo”. It is also intends to identify the yeast
species present during the fermentation process, by using both morphological and
molecular methods (sequencing of the ITS region of the nuclear rDNA), and correlate
them with chemical parameters (pH and titratable acidity) of the brine.

The results indicate that the initial phase of the natural fermentation is driven
mainly by yeasts and at later stage also by lactic acid bacteria. During the fermentation
was identified a total of 1130 yeast isolates in brine and 1492 in the pulp belonging to
the genera Candida, Pichia, Saccharomyces, Debaryomyces, Rhodotorula and
Galactomyces. The most abundant yeast species in the brine and olive pulp were S.
cerevisiae, C. tropicalis, P. membranifaciens and C. boidinii. Yeast population was
changed throughout the fermentation process. In the first 4 days, the most abundant
species found on brine was C. boidinii and on olive pulp was P. membranifaciens. After
17 days of fermentation, S. cerevisiae and C. tropicalis were the most abundant on both
brine and olive pulp. The diversity of yeast species was highest in the brine when
compared to the olive pulp, throughout the fermentation process, showing the highest
values after 44-54 days of fermentation. The yeasts population dynamics was showed to
be significantly correlated with the pH and acidity values that occur during the
fermentation process.

It is hoped that the results may contribute to the improvement of "Azeitona de
Conserva Negrinha de Freixo" fermentation, allowing the increase of their quality and,

simultaneously, of their security.

Keywords: Table olives; Negrinha de Freixo; fermentation; yeasts; molecular

identification; diversity indices; similarity indices.
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CAPITULO 1







1. Enquadramento e objetivos

A Azeitona de conserva da cultivar Negrinha de Freixo € um produto com
importancia econdmica e social na regido do Nordeste Transmontano. Esta cultivar
apresenta caracteristicas Unicas, pelas suas condi¢bes peculiares de producdo, que a
torna beneficiaria da Denominacdo de Origem Protegida (DOP). No entanto, apesar da
excelente qualidade reconhecida destas azeitonas de mesa, tanto quanto € do nosso
conhecimento, estudos relativos a flora microbiana envolvida no processo de
fermentagdo destas azeitonas de mesa s&o desconhecidos. Neste contexto, o presente

trabalho teve como principais objetivos:

1. Conhecer a dinamica da populacdo microbiana, em especial de fungos
filamentosos (bolores), leveduras, microrganismos aerdbios mesofilos e de
bactérias lacticas, durante o processo de fermentacdo natural de azeitonas de
mesa da cv. Negrinha de Freixo, produzidas no Nordeste Transmontano;

2. Avaliar os parametros quimicos (acidez titulavel e pH) na salmoura e
correlacionar com a evolucgéo da flora microbiana durante a fermentacéo;

3. Caraterizar morfologicamente e molecularmente as espécies de leveduras
isoladas, na polpa de azeitona e salmoura, durante o processo de fermentacdo

natural.

O presente trabalho encontra-se organizado em 4 partes distintas. Na parte
introdutéria abordam-se aspetos relacionados com a azeitona de mesa, nomeadamente a
producdo, a comercializacdo e 0 processamento das mesmas, destacando-se a cv.
Negrinha de Freixo. Além disso, abordam-se aspetos microbioldgicos do processo de
fermentacdo de azeitonas de mesa, referindo-se 0s principais microrganismos
envolvidos. A seguir, no capitulo Material e Métodos descrevem-se as metodologias
utilizadas na execucdo deste estudo e os métodos estatisticos aplicados. No capitulo dos
Resultados e Discussdo apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos e finalmente,

na ultima parte (Concluséo), apresentam-se as principais conclusdes do trabalho.






CAPITULO 2







2. Introducéo

2.1 Azeitona de mesa: Definicéo

Segundo a Norma Portuguesa — 3034 (2012), entende-se por “Azeitonas de
Mesa”, 0 produto preparado a partir de frutos séos das variedades cultivadas da oliveira
(Olea europea L.) que sdo escolhidas para a producdo de azeitonas cujo volume, forma,
relacdo polpa/caroco, carateristicas da polpa, firmeza e facilidade de desprendimento do
caroco as tornam particularmente adequadas para processamento, de modo a remover o
seu amargor e a torna-los ediveis. Estas sdo preservadas por fermentacdo natural ou por
tratamento térmico, com ou sem adicdo de conservantes, podendo ser embaladas com ou
sem liquido de cobertura.

O Conselho Oleicola Internacional (COI) que é a entidade que a nivel
internacional regula o setor dos azeites e da azeitona de mesa considera a existéncia de
trés tipos de azeitonas de mesa, dependendo do seu estado de maturacdo. Sdo assim
consideradas: i) azeitonas verdes, as obtidas a partir de frutos colhidos durante o
periodo de amadurecimento, apresentando a cor verde a amarelo-palha e que tenham
atingido o tamanho normal; ii) azeitonas mistas, os frutos colhidos antes de atingirem a
completa maturacdo, na altura da mudanca de cor, podendo variar entre 0s tons rosados
a acastanhados; iii) e azeitonas pretas correspondem aos frutos colhidos no momento
em que atingiram a maturacdo completa ou ligeiramente antes da maturagédo, podendo
variar a sua coloracao entre o negro e vermelho, a castanho - escuro, passando por tons

violaceos.

2.2 Producéo e Comercializagdo de azeitona de mesa

Nas ultimas duas décadas tem havido um crescimento progressivo na producdo
mundial de azeitonas de mesa, sendo estimada para a campanha de 2012/2013 uma
producdo de cerca de 2 315 000 toneladas (COI, 2012). Prevé-se que o0s estados
membros da unido europeia (EU-27) sejam responséaveis por 30% desta produgdo
mundial, com Espanha a liderar com 450 000 t, seguido da Grécia (130 000 t), Italia (74
000 t), Portugal (8 000 t), Chipre (2 800 t) e Franca (1 200 t) (COI, 2012). A Turquia

ocupa a segunda posi¢do no ranking mundial, com produc6es médias anuais na ordem



dos 11%, seguindo-se-lhe o Egito (9%), Siria (8%), Estados Unidos da América (7%),
Marrocos (6%), Argélia e Argentina (4% cada) (COI, 2012).

Em Portugal Continental, a principal regido produtora de azeitona de mesa € o
Alentejo, com uma producdo média em 2012 de 7 615 t, seguida da regido Norte com 3
208 t (Estatisticas Agricolas, 2012). No entanto, a area cultivada de olival destinado a
producdo de azeitona de mesa é maior na regido Norte relativamente ao Alentejo
(Quadro 1).

De acordo com o Observatdrio dos Mercados Agricolas e das Importacdes Agro-
Alimentares (2010), Tras-os-Montes € a principal regido produtora de azeitonas de

mesa, nomeadamente a regido de Freixo de Espada a Cinta.

Quadro 1 - Superficie de olival para azeitona de mesa e respetiva produgdo de azeitona por regides,

referente ao ano 2012.

Regiao Superficie (ha) Producdao (t)
Norte 3686 3208
Centro 1534 1 008
Lisboa 26 28
Alentejo 3252 7615
Algarve 232 114
Continente 8 730 11973

Fonte: Estatisticas Agricolas. (2012).

No que respeita a comercializacdo de azeitona de mesa, na Europa, para a
campanha de 2012/2013, estima-se que a importacdo deste produto ronde as 583 000 t,
ao passo que a exportacdo ande a volta das 625 000 t (COI, 2012). Relativamente ao
consumo, este sera por volta de 2 520 000 t (COl, 2012).

Relativamente a comercializacdo de azeitona de mesa, em Portugal, registou-se
no ano de 2012 uma importacao deste produto na ordem das 7 470 t e uma exportacao
de 772 t, correspondendo a um valor transacionado de 3 902 000 euros e 1 668 000

euros, respetivamente (Estatisticas Agricolas, 2012).



2.3 Azeitona de mesa da cv. Negrinha de Freixo

Em Portugal, foram criadas até ao momento duas Denominacfes de Origem
Protegida (DOP) para a azeitona de mesa, designadamente, a “Azeitona de Conserva de
Elvas e Campo Maior” e a “Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo”.

A DOP “Azeitona de Conserva de Elvas e Campo Maior”, é processada com
azeitonas das cultivares Azeiteira, Carrasquenha, Redondil e Conserva de Elvas, tendo a
sua area de producdo delimitada aos concelhos de Elvas e Campo Maior (Regulamento
CEE n° 2081/92).

A DOP “Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo”, protegida pelo
Regulamento (CE) n° 1107/96, € processada a partir da cultivar Negrinha de Freixo. De
acordo com o Despacho 47/94, o qual também reconheceu a Denominacdo de Origem, a
area geografica de producgdo esta circunscrita aos concelhos de Vila Nova de Foz Coa,
Freixo de Espada a Cinta, Torre de Moncorvo, Alfandega da Fé, Vila Flor, Mirandela e
Macedo de Cavaleiros (Figura 1).

Desde 1 de Janeiro de 2011, a Adega Cooperativa de Freixo de Espada a Cinta é
o orgdo responsavel pela gestdo da DOP “Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo”,
tendo assinado um acordo de transferéncia de responsabilidades com o anterior detentor,
a Cooperativa Agricola dos Olivicultores de Moncorvo, CRL. Esta informacdo
encontra-se publicada no Diario da Republica, 2.2 série n.° 209, 31 de Outubro de 2011
(Aviso n.° 21543/2011).



Figura 1 - Area geografica da DOP Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo (adaptado do caderno de

especificagdes).

De acordo com as normas de producdo de azeitona de Conserva Negrinha de
Freixo, na preparacdo deste tipo de azeitonas de mesa deverdo ser utilizados frutos
inteiros, sdos, em estado de maturacdo apropriado, com forma arredondada, lisa,
terminando em ligeiro bico e consisténcia firme, isentos de defeitos e de matérias
estranhas. A cor do fruto deverd variar de verde amarelada a negro violaceo,
dependendo do tipo de maturacdo, 0 peso devera situar-se entre 3 e 5 gramas em média
e 0 volume entre 3 a 5 cm?® (caderno de especificacées).

Em relacdo a colheita dos frutos, esta deverd ser feita manualmente e,
posteriormente, os frutos sujeitos a calibracdo, uma vez que apenas sdo 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).

Dependendo do tratamento aplicado poderdo ser obtidas trés tipos de Azeitonas
de Conserva Negrinha de Freixo: i) azeitonas do tipo verde, preparadas em salmoura,
sendo os frutos colhidos de cor verde a verde amarelada e tratados com solugéo diluida
de hidroxido de sodio de 1,5 a 2,5%; apds lavagem com agua sdo colocados em
salmoura, processo onde se produz a fermentacdo lActica; ii) azeitonas negras

tratadas, obtidas a partir de frutos néo totalmente maduros, colhidos na mudanca da cor
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verde para negro violaceo e enegrecidos por oxidacéo, sendo o amargo eliminado por
um ou varios tratamentos com hidroxido de sédio; iii) e azeitonas maduras em
salmoura, produzidas a partir de frutos colhidos em plena maturagédo ou pouco antes,
apresentando uma cor violacea uniforme, sendo colocados em salmoura, com uma
concentracdo de sal entre 8 a 10% onde ocorre a fermentacao, durante 6 a 9 meses, até
perderem o sabor amargo (caderno de especificacgdes).

Ap06s o processo de fermentacdo, a azeitona deve apresentar-se em salmoura,
acondicionada em embalagem de vidro, lata, plastico ou outro material inerte e inécuo,
proprio para este géenero alimenticio (Figura 2). O peso maximo das embalagens nédo
poderd ultrapassar os 15 kg de peso escorrido. Quando as embalagens séo de lata, a
folha tera de ser revestida de verniz proprio para géneros alimenticios e resistente as

salmouras (caderno de especificaces).

Figura 2 — Embalagens comercializadas da Azeitona Negrinha de Freixo.
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2.4 Métodos de processamento de azeitonas de mesa

Os tratamentos tecnologicos para obtencdo de azeitonas de mesa tém como
principal objetivo a remoc¢do do amargo natural dos frutos, atribuido maioritariamente a
oleuropeina, que é o composto fenolico mais abundante nas azeitonas ndo processadas
(Soler-Rivas et al., 2000; Parinos et al., 2007).

De entre os varios tratamentos, 0s que apresentam maior importancia a nivel
mundial s@o o Sevilhano ou Espanhol (azeitonas verdes), o Californiano ou Americano
(azeitonas pretas oxidadas) e o Grego (de fermentacdo natural) (Bautista-Gallego et al.,
2011; Dabbou et al., 2012; Ghanbari et al., 2012; Tofalo et al., 2012a).

O método utilizado para a producdo de azeitona de mesa varia muito de acordo
com a regido, sendo de salientar, que a fermentacdo natural das azeitonas € o processo
mais comum e também o mais utilizado na regido de Tras-0s-Montes.

No método de preparacdo de Fermentacdo Natural (Estilo Grego), as
azeitonas depois de colhidas sdo lavadas e colocadas em salmoura com uma
concentracdo de sal (NaCl) entre 8% a 10% (Tassou et al., 2002; Rejano et al., 2010;
Panagou et al., 2011). De acordo com a regido de producdo, a concentracdo de sal
adicionada a salmoura, pode ser ligeiramente inferior (6%) (Nychas et al., 2002; Gomez
et al., 2006). Seguidamente inicia-se 0 processo de fermentacdo natural e espontanea,
que é conduzida maioritariamente por leveduras, mas também por bactérias laticas e
bactérias Gram-negativo (Fernandez et al. 1997; Nout e Rombouts, 2000; Panagou et
al., 2011). Esta flora microbiana é determinada pela disponibilidade de substratos
fermentéveis, do contetdo em sal, do pH e da temperatura, bem como das condi¢fes de
anaerobiose ou aerobiose utilizadas e dos compostos antimicrobianos presentes, como
os compostos fendlicos (Nychas et al., 2002; Panagou et al., 2008; Tofalo et al., 2012b).
Numa fermentacdo bem sucedida a microbiota final sera constituida apenas por
leveduras e bactérias lacticas, e a proporcao entre as duas populac@es € determinante nas
caracteristicas do produto final (Nisiotou et al., 2009). Este processo de fermentacao
natural ocorre durante um longo periodo de tempo (em geral 8-12 meses). Esse facto
deve-se sobretudo a lenta difus@o dos compostos fermentaveis. Os agucares difundidos
na salmoura durante o processo fermentativo sdo utilizados pelos microrganismos e
convertidos em acidos organicos, nhomeadamente o acido lactico, o acido acético e o
acido malico. No final do processo fermentativo, as azeitonas devem apresentar um

valor de pH de 4,5 e uma acidez inferior a 0,6% (Hutkins, 2006), e podem ainda manter
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um ligeiro amargor, devido essencialmente a presenca de polifenois residuais (Barranco
et al., 2001; Romero et al., 2004; Kanavouras et al., 2005; Cabezas, 2011; Panagou et
al., 2011). De acordo com o estado de maturacdo do fruto, as azeitonas obtidas por este
processo de fermentacdo natural podem designar-se por “verdes ao natural”, “mistas ao
natural” ou “pretas ao natural” (Norma Portuguesa, 2012). No caso das azeitonas pretas
ao natural, no fim do processo de fermentacdo as azeitonas sé@o oxidadas pela sua
exposicdo ao ar para haver uma melhoria da sua aparéncia e cor (Fernandez et al.,
1997).

Ap0ls o processo fermentativo, as azeitonas podem ser embaladas numa nova
salmoura apropriada, para serem comercializadas (Ferndndez et al., 1997). A sua
conservacdo € garantida mediante processos de pasteurizacdo ou esterilizacdo do
produto (Cabezas, 2011), ou ainda pela adicdo de conservantes, como o sorbato de
potassio ou sorbato de sddio (Fernandez et al.,1997; Gomez et al., 2006).

Nas Azeitonas verdes (Estilo Espanhol ou Sevilhano), as azeitonas s&o
colhidas quando atingem uma cor verde-amarelada, sendo depois submetidas a um
tratamento anaerébio com uma solucdo de 2 a 5% de hidroxido de sédio (NaOH),
durante algumas horas (Parinos et al., 2007). Este tratamento com NaOH permite a
remocdo do amargor e da adstringéncia da azeitona, pela degradacdo dos compostos
fendlicos (principalmente oleuropeina) em hidroxitirosol (Fernandez et al., 2005). A
concentracdo adequada de NaOH a usar depende de varios fatores, tais como:
temperatura, cultivar e grau de maturacdo dos frutos aquando do momento da colheita
(Fernandez et al., 1997).

Apbés o tratamento alcalino as azeitonas sdo lavadas repetidamente com
mudancas de agua, por periodos de tempo variaveis, durante aproximadamente 24 horas
(Castro e Brenes, 2001). De seguida, as azeitonas sdo colocadas em salmoura com uma
concentracdo de NaCl de aproximadamente 10%, onde se inicia uma fermentagédo
lactica (Gomez et al., 2006). A duracdo da fermentacdo depende essencialmente das
caracteristicas do tratamento alcalino prévio, da cultivar, da temperatura e da populacéo
microbiana existente no meio (Ferndndez et al., 1997). A fermentacéo caracteriza-se por
ocorrer em 3 fases distintas em que 0s microrganismos se vao sucedendo (Fernandez et
al., 1997). Na fase inicial ocorrem as bactérias Gram-negativo e numa segunda fase
surgem as bactérias acido-lacticas e leveduras e, finalmente, na terceira fase, verifica-se
um crescimento abundante de Lactobacillus e em menor abundancia de algumas

espécies de leveduras (Panagou et al., 2006).
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Este tipo de azeitonas tem diversas apresentacdes comerciais, desde inteiras,
descarocadas e recheadas com diversos ingredientes.

Em relacdo ao processamento de Azeitonas pretas oxidadas, tambeém
conhecidas por Estilo Californiano ou Americano, as azeitonas utilizadas sao colhidas
quando a sua cor estd a comecar a mudar, antes de atingir a sua plena maturagédo
(Rejano et al., 2010). Este método envolve trés passos: tratamento alcalino,
armazenamento em salmoura e preservacdo (Garcia et al., 1992). Apds a colheita, as
azeitonas sdo tratadas com trés a cinco solugdes de hidréxido de sodio (1% a 2%), por
periodos de tempo variavel, para conseguir uma penetracdo progressiva do NaOH desde
a polpa até ao caroco (Fernandez et al., 1997). No fim de cada tratamento alcalino as
azeitonas sdo lavadas com &gua, a qual é injetado ar sob pressdo. Este tratamento
alcalino aerdbio permite o escurecimento progressivo tanto da pele como da polpa do
fruto, devido a oxidacdo de orto-difendis como o hidroxitirosol e o &cido cafeico
(Brenes et al., 1992; Garcia et al., 1992). Depois de obtida a cor desejada das azeitonas,
estas continuam a ser lavadas e arejadas até se atingir aproximadamente um pH de 8
(Marsilio et al., 2001). Posteriormente é adicionado a Gltima agua de lavagem, 0,1% de
gluconato ferroso para estabilizar a cor alcancada na oxidacdo. Finalmente as azeitonas
séo escolhidas e classificadas de acordo com o calibre dos frutos. As azeitonas séo
seguidamente embaladas numa salmoura contendo 3% de NaCl e entre 10 - 40 ppm de
ferro, e como o produto final, independentemente da sua forma de apresentacdo, € um
alimento de baixa acidez, deve ser conservado mediante esterilizacdo ou pela adicdo de

acidos, como &cido lactico ou acido gluconico (Fernandez et al., 1997).

2.5 Aspetos microbioldgicos do processo de fermentacéo de azeitonas

de mesa

A flora autdctone microbiana associada as azeitonas desempenha um papel
fundamental no processo fermentativo. Dela esta dependente as caracteristicas do
produto final, como o aroma e o sabor, bem como a qualidade apresentada (Bautista-
Gallego et al., 2011; Dabbou et al., 2012; Tofalo et al., 2012a).

Ao longo do processo de fermentacdo das azeitonas a predominancia de uma

populacdo microbiana em detrimento de outras depende de varios fatores tais como a
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concentracdo de sal, o pH da salmoura, o oxigenio disponivel, a capacidade de difusdo
dos nutrientes do fruto para a salmoura, a presenga de &cidos organicos e a temperatura
de fermentacdo (Nisiotou et al., 2009; Arroyo-Lépez et al., 2012), pois nem todos os
microrganismos toleram as mesmas condi¢des.

Como referido anteriormente, os microrganismos sdo fundamentais para a
producdo de azeitona de mesa, estando diversos grupos envolvidos nesse processo
(Arroyo-Lopez et al., 2012): as bactérias Gram-negativo, as leveduras e as bactérias
lacticas sdo os mais relevantes (Fernandez et al., 1997).

Assim, a identificacdo da microbiota que ocorre durante o processo fermentativo
é de extrema importancia, pois permite conhecer de uma forma mais clara o papel de
cada microrganismo, bem como justificar as alteragcdes ocorridas ao longo de todo o

processo de fermentacéo.

2.5.1 Flora microbiana associada

As bactérias acido-lacticas sdo bactérias Gram-positivo com necessidades
nutricionais complexas que crescem apenas em meios ricos em nutrientes. Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus pentosus, sdo as principais espécies envolvidas no processo
de fermentacdo das azeitonas (Fernandez et al, 1997; Oliveira et al, 2004; Randazzo et
al., 2004; Campaniello et al, 2005). Contudo, foi referido a presenca de outras espécies
tais como Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei e Enterococcus spp., no processo de
fermentacdo de azeitonas verdes nédo tratadas com NaOH (Randazzo et al., 2004). Estas
espécies desempenham um papel importante no processo de fermentacéo das azeitonas,
devido a sua capacidade de produzir &cido lactico e compostos antimicrobianos
(bacteriocinas). Estes compostos promovem uma répida acidificacdo da salmoura e
inibem o desenvolvimento de microrganismos patogénicos (Arroyo-Lépez et al., 2012).
Estes microrganismos sdo ainda responsaveis pela degradacdo da oleuropeina (Arroyo-
Lopez et al., 2012).

As leveduras desempenham igualmente um papel importante na fermentacgéo de
azeitonas de mesa, em especial no processo de fermentacdo natural (Arroyo-Lopez et
al., 2006). As espécies de leveduras dominantes na fermentagdo de azeitonas verdes

pertencem maioritariamente, aos géneros Candida, Debaryomyces, Pichia,
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Rhodotorula, Saccharomyces (Arroyo-Lopez et al., 2006; Hernandéz et al., 2007;
Arroyo-Lopez et al., 2008b; Hurtado et al., 2008; Rodriguez-Gomez et al., 2010).

De entre o genero Candida as espécies mais frequentes sdo C. krusei, C.
parapsilosis, C. rugosa durante a fermentacao e armazenamento de azeitonas verdes nos
EUA (Mrak et al., 1956), C. tropicalis em azeitonas de mesa da cultivar Cobrancosa,
processadas segundo o método de fermentacdo natural (Nogueira et al., 2012b), e na
salmoura de azeitonas das cultivares Gordal e Manzanilla (Bautista-Gallego et al.,
2011). Candida boidinii foi identificada em azeitonas pretas maduras (Arroyo-Lopez et
al., 2006), na salmoura de azeitonas verdes (Arroyo-Lopez et al., 2008b), em azeitonas
pretas francesas (Coton et al., 2006) e ainda, em azeitonas espanholas da cultivar
Arbequina (Hurtado et al., 2008). Foi também identificada por Nogueira et al. (2012b)
durante a fermentacdo de azeitonas de mesa da cultivar Cobrangosa, processadas de
forma natural. Esta espécie apresenta capacidade lipolitica (Marquina et al., 1992;
Rodriguez-Gomez et al., 2010), provocando um aumento da quantidade de acidos
gordos livres na salmoura. Espécies deste género sdo ainda capazes de sintetizar uma
série de compostos bioativos que funcionam como antioxidantes (Abbas et al., 2006). E
exemplo dessa atividade a producdo de carotendides, tocoferois e &cido citrico (Abbas
et al., 2006).

No que concerne ao género Pichia, as espécies envolvidas e identificadas com
maior frequéncia durante o processo fermentativo de varios tipos de azeitonas foram: P.
membranifaciens, P. anomala e P. guilliermondii (Arroyo-Lopez et al., 2006; Tofalo et
al., 2012a). Foi detetada a presenca de P. membranifaciens em diversos tipos de
azeitonas pretas e verdes (Coton et al., 2006; Rodriguez-Gémez et al., 2010), em
azeitonas espanholas da variedade Arbequina (Hurtado et al., 2008 e 2009) e em
azeitonas de mesa da cultivar Cobrangosa (Nogueira et al., 2012b). Este Gltimo autor
identificou também a presenca de P. anomala. A presenca desta espécie foi também
visivel durante o processamento de azeitonas de mesa verdes em Portugal (Hernandez et
al., 2007). Pichia guilliermondii foi detetada durante a fermentacdo de azeitonas verdes
sicilianas (Aponte et al., 2010).

De acordo com Schmitt e Breining. (2002) e Hernandez et al. (2008), as espécies
P. anomala e P. guilliermondii apresentam uma capacidade “Killer” que lhes permite
produzir proteinas toxicas que causam a morte a especies mais sensiveis. A espécie P.

anomala aumenta a producdo de dioxido de carbono, que podera penetrar nas azeitonas,
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danificando-as (Fernandez Diez et al., 1985). Esta alteracdo foi relatada por Quintana et
al. (1979) na fermentacéo de azeitonas pretas.

Do género Rhodotorula, as espécies detetadas com mais frequéncia na
fermentacao de azeitonas de mesa foram R. glutinis, R. graminis e R. minuta (Vaughn et
al., 1969). Algumas espécies deste genero tém a capacidade de produzir enzimas que
levam a degradacdo da parede celular dos frutos. Esta atividade foi descrita em R.
minuta na fermentacdo de azeitonas verdes (Herndndez et al., 2007). Vaughn et al.
(1969) referem a capacidade de R. minuta, R. rubra e R. glutinis em formarem biofilmes
na salmoura e produzirem poligalacturonases que levam ao amolecimento e posterior
degradacéo dos frutos.

Do género Saccharomyces, S. cerevisiae é a espécie detetada com mais
frequéncia, em processos de fermentacdo de azeitonas verdes (Arroyo-Lopez et al.,
2006; Hernandez et al., 2007; Alves et al., 2012), ou de azeitonas pretas (Arroyo-Lopez
et al., 2006; Rodriguez-Gomez et al., 2010). Esta espécie pode ter um papel importante
na conservacdo das azeitonas de mesa, protegendo o produto final da oxidacdo dos
acidos gordos insaturados (Hernandez et al., 2007). Contudo, Fernandez Diez et al.
(1985) referem efeitos indesejaveis para as azeitonas, quando presentes em quantidades
superiores a 7 log UFC/mL, devido ao aumento de producdo de dioxido de carbono, que
pode penetrar nas azeitonas, danificando-as. Esta alteracdo foi relatada por Quintana et
al. (1979) na fermentacédo de azeitonas pretas.

Relativamente ao género Debaryomyces, D. hansenii é a espécie mais frequente
durante o processamento de azeitonas de mesa verdes em Portugal (Hernandez et al.,
2007) e tem sido associada a producdo de enzimas que degradam a parede celular das
azeitonas (Herndndez et al., 2007), possuindo ainda uma capacidade “killer”
(Hernandez et al., 2008).

Em Portugal, vérios autores (Alves, 2010; Rodrigues, 2011; Silva et al., 2011;
Nogueira et al., 2012b) tém feito estudos, tendo por base cultivares de azeitonas
portuguesas (Manzanilha, Cordovil, Galega, Cobrangosa), com o intuito de conhecer a
microbiata presente durante a fermentacdo. Nestes estudos, verificou-se que: as
principais espécies de leveduras que ocorrem na salmoura durante a fermentagcdo de
azeitonas verdes, foram P. anomala, Kuyveromyces marxianus, D. hansenii, C. boidinii,
P. membranifaciens e S. cerevisiae (Rodrigues, 2011). Por sua vez, em azeitonas verdes
temperadas, as espécies dominantes foram P. anomala, P. membranifaciens,

Torulaspora delbrueckii e C. boidinii (Rodrigues, 2011).
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Além destas, foram identificadas P. fermentans, S. cerevisiae e C. oleophila em
azeitonas de mesa das variedades Galega e Cordovil (Silva et al., 2012), Cryptococcus
carnescens, C. fermentati, C. membranifaciens, Aureobasidium pullulans,
Sporobolomyces odoratus, P. kluyveri, P. guilliermondii, R. mucilaginosa, C.
diddensiae, C. quercitrusa, C. boidinii, Zygotorulaspora mrakii, P. galeiformis, S.
cerevisiae, Citeromyces matritensis e C. oleophila em azeitonas verdes britadas da
variedade Manzanilha (Alves, 2010).

Na cultivar Cobrancosa foram identificadas P. membranifaciens, Candida
ishiwadae, Sporobolomyces roseus, Wickerhamomyce anomalus (anteriormente
designada P. anomala), P. manshurica, C. boidinii, S. paradoxus, C. lipolytica e C.
tropicalis (Nogueira et al., 2012b).

Contudo, em relacdo a cultivar Negrinha de Freixo, tanto quanto é do nosso

conhecimento, desconhece-se a microbiota presente durante a fermentacao.

2.5.2 ldentificacdo molecular de leveduras

Até hé alguns anos atrés, a classificacdo e identificacdo de leveduras baseava-se
essencialmente em aspetos morfolégicos, fisioldgicos e bioquimicos (Kurtzman et
al.,1998; Barnet et al., 1990). Contudo, estes métodos demonstraram ndo ser, muitas
vezes, suficientemente vidveis e ser, por outro lado, trabalhosos e morosos.
Recentemente, com o desenvolvimento e aplicacdo de métodos moleculares, a
identificacdo de leveduras é feita com maior exatiddo permitindo, deste modo, obviar
muitos dos problemas inerentes a identificacio de espécies pelos métodos
convencionais (Arroyo-Lopez et al., 2006; Arroyo-Lopez et al., 2008; Hurtado et al.,
2008; Aponte et al., 2010).

A metodologia de identificagdo molecular de leveduras mais utilizada baseia-se
na amplificacdo, recorrendo a reacdo da polimerase em cadeia (PCR), da regido do
DNA que contém o conjunto de genes que codificam o RNA ribossomico (rRNA),
(Arroyo-Lopez et al., 2006; Kurtzman e Suzuki, 2010; Groenewald et al., 2011;
Giannino et al., 2011). O conjunto de genes de rRNA existe em multiplas codpias,
encontrando-se alinhados em tandem (Martin e Rygiewicz, 2005). Cada unidade
repetitiva do rDNA é constituida por (i) regides codificantes conservadas,

correspondentes aos trés genes 18S, 5,8S e 26S; (ii) regides ndo codificantes, que
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correspondem aos espacadores internos transcritos (ITS) e espagadores intergénicos ndo
transcritos (IGS), que separam as diferentes unidades de transcricdo (Figura 3) (Martin e
Rygiewicz, 2005). De entre as regides codificantes, o gene 26S apresenta sequéncias

menos conservadas face aos genes 18S e 5,8S.
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Figura 3 - Representacdo esquematica da regido de rDNA, que contém as unidades repetitivas dos
genes que codificam o RNA ribossémico nuclear. Os retdngulos representam os genes
com sequéncias conservadas, enquanto as linhas representam as regifes espacgadoras

mais variaveis.

A identificacdo molecular de leveduras € efetuada recorrendo-se a regido ITS,
localizada entre os genes 18S e 26S do rRNA e que geralmente inclui também a regido
codificante do gene 5,8S do rRNA, ou recorrendo somente a regido D1/D2 do 26S
rRNA (Arroyo-Lépez et al., 2006; Kurtzman e Suzuki, 2010; Giannino et al., 2011;
Groenewald et al., 2011). As diferencas na regido ITS e D1/D2 séo detetadas
normalmente por sequenciacdo dos produtos amplificados (Arroyo-Lopez et al., 2006;
Kurtzman e Suzuki, 2010; Giannino et al., 2011; Groenewald et al., 2011). S8o vérias
as razbes que tornam estas duas regifes adequadas a identificacdo de leveduras: i)
facilidade de amplificagcdo por PCR, por surgirem em multiplas copias; ii) possuem um
elevado polimorfismo interespecifico, sendo a variabilidade intra-especifica muito
reduzida; iii) e, finalmente, podem ser amplificadas com iniciadores nucleotidicos
universais (Li, 1997). O par de iniciadores nucleotidicos frequentemente usados para
amplificar a regido ITS em leveduras é ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (Arroyo-Lopez et al., 2006). Para a
amplificagdo da regido D1/D2 sdo normalmente utilizados os iniciadores nucleotidicos
universais NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) (Kurtzman e Robnett, 1998; Arroyo-Lopez et al.,
2006). A regido ITS, por permitir uma maior variabilidade entre espécies, foi indicada e
aceite recentemente como “barcoding” (c6digo de barras do DNA) de fungos (Schoch et

al., 2012).
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As sequéncias obtidas sdo posteriormente comparadas com as presentes em
bases de dados, como a disponibilizada pelo National Center of Biotecnology
Information (NCBI), através do algoritmo Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Este compara as sequéncias da regido amplificada de acordo com a sua
similaridade, com bases de dados de sequéncias disponiveis, fornecendo resultados de
identificacdo de espécies bastante rapido (Kurtzman et al., 1998).
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CAPITULO 3
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3. Material e métodos

3.1 Amostragem

As amostras utilizadas para a realizacdo do presente trabalho foram recolhidas
na regido do Nordeste Transmontano, mais precisamente na adega Cooperativa de
Freixo de Espada a Cinta, entre Novembro de 2012 e Mar¢o de 2013. Durante este
periodo, foram recolhidas 19 amostras de azeitonas de mesa da cultivar Negrinha de
Freixo, sendo todas produzidas segundo o método de fermentacdo natural. Em cada
periodo de amostragem (0, 4, 17, 27, 32, 44, 54, 149 dias da fermentacdo) foi retirada
uma amostra por tanque de fermentacdo, tendo-se amostrado um total de 3 tanques de
fermentacdo (Figura 4). As amostras recolhidas (azeitonas e respetiva salmoura) foram
colocadas em frascos de vidro estéreis de 2L e transportadas em arca térmica para o
laboratério.

Na preparacao da salmoura destas azeitonas utilizou-se agua e sal (NaCl), a uma
concentracdo entre 4,5 a 6% *. O processo de fermentacao teve a duragdo aproximada de
5 meses, tendo o responsdvel informado que o produto estava pronto para
comercializa¢do ao fim desse tempo. No inicio do processo fermentativo adicionou-se,

ainda, &cido acético, (3mL/kg de azeitona®) como regulador de acidez.

Figura 4 - Vista geral dos tanques de fermentacdo e recolha de amostra.

As amostras recolhidas foram utilizadas para avaliar alguns parametros quimicos
(pH e acidez) e microbioldgicos, nomeadamente a quantificacdo da populacdo
microbiana (bolores, leveduras, mesofilos totais e bactérias lacticas) e a caracterizacdo

da populacéo de leveduras ao longo do processo de fermentacéo das azeitonas de mesa.

! Informacéo fornecida pelo responsavel da Adega Cooperativa
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3.2 Avaliacdo de parametros quimicos

Os parametros quimicos (acidez titulavel e pH) foram determinados na salmoura
nas diferentes datas de amostragem (0, 4, 17, 27, 32, 44, 54, 149 dias ap6s a

fermentacdo).

Acidez

A determinacdo da acidez titulavel foi realizada em duplicado de acordo com a
norma portuguesa NP-1421 (1977), com algumas alteracdes.

Ap06s homogeneizacdo da amostra, procedeu-se a sua filtracdo, utilizando papel
de filtro Whatman N° 4. Do filtrado recolheu-se 25 mL para um baldo de 250 mL
perfazendo-se o volume com &gua destilada. Para desgaseificar a agua, esta foi colocada
previamente no ultra-sons durante 10 minutos. 25 mL desta solu¢do foi em seguida,
titulada com uma solucéo de hidréxido de s6dio (NaOH) a 0,1 M, usando fenolftaleina a
2% como indicador.

A acidez foi expressa em percentagem de acido lactico/100 mL de salmoura e

foi determinada pela seguinte equagéo:

. o 0,1 X volume de NaOH X MM acido lactico X 10
% acido lactico = ol amostra x 100

Sendo:
Volume amostra = 25 mL
MM (&cido lactico) = 90,08 g/mol

pH

A determinacdo do pH foi efetuada em triplicado por potenciometria. Antes de
cada determinagdo o equipamento foi calibrado com solugdes tampdo comerciais de
pH=7,01 e pH=4,01 a temperatura ambiente. Foi utilizado o potenciometro com
eléctrodo de penetracdo da marca Hanna HI 99163.
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3.3 Avaliacdo de parametros microbioldgicos

3.3.1 Preparacéo das amostras para analise

Os parametros microbiologicos foram avaliados na polpa e na salmoura de 19
amostras de azeitonas de mesa ao longo do processo de fermentacdo, com o objetivo de
estudar a flora microbioldgica das azeitonas de mesa.

As amostras recolhidas nos tanques de fermentagdo foram subdivididas no
laboratério em 2 sub-amostras: azeitonas e salmoura. Para obtencdo da sub-amostra de
salmoura retirou-se 10 mL da solucdo da amostra recolhida; e para a obtencdo da sub-
amostra das azeitonas pesaram-se 25 g de polpa de azeitona da amostra recolhida. A
remoc¢do do endocarpo (caroco) das azeitonas foi realizada com auxilio de um bisturi
em condicGes de assepsia. As sub-amostras, salmoura e polpa de azeitona foram
posteriormente homogeneizadas em 90 mL e 250 mL de agua peptonada,
respetivamente. Em seguida, efetuaram-se diluicBes decimais sucessivas em 9 mL de
agua peptonada e um volume apropriado foi inoculado em meios de cultura especificos,
para cada microrganismo quantificado.

Todas as amostras foram analisadas em duplicado e os resultados expressos em
log UFC (unidades formadoras de coldnias) por mL ou g, dependendo do tipo de

amostra.

3.3.2 Quantificacéo de microrganismos

Contagem de bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi efetuada em meio Potato Dextrose Agar
(PDA, da Himedia), com adicdo de 100 mg/L de cloranfenicol (Oxoid), de modo a
impedir o crescimento de bactérias. A sementeira efetuou-se por incorporacao de 1 mL
de cada diluicdo decimal. Apos incubagdo durante 3 a 5 dias a 25 °C, procedeu-se a

contagem das coldnias.

Contagem total de microrganismos (Mesofilos)

Placas de Petri com meio de cultura Agar para contagem em placa (Plate Count

Agar — PCA, da Himedia) foram inoculadas com 1 mL de cada uma das diluicdes,

25



utilizando o método de contagem em placa por incorporacao do indculo, de acordo com
a norma ISO 4833:2003. Apds incubacdo durante 48 horas a 35 °C, procedeu-se a
contagem de colonias presentes em cada placa.

Contagem de Bactérias Lacticas

A contagem de bactérias lacticas foi realizada através da incorporagdo de 1mL
de cada diluicdo com o meio de cultura Man, Rogosa and Sharpe (MRS, da
Liophilchem) agar, suplementado com cicloheximida (Sigma) a pH 5,7. Apés a
solidificacdo do meio inoculado foi adicionado uma segunda camada de meio. A leitura
e contagem das coldnias foram efetuadas apds incubacgdo das placas durante 72 horas a
30 °C.

3.3.3 Isolamento de leveduras

As colonias de leveduras morfologicamente semelhantes em meio PDA
suplementado com cloranfenicol (100 mg/L) foram isoladas por repicagens sucessivas
separadamente em meio PDA. Os isolados puros obtidos foram em seguida
caraterizados morfologicamente e molecularmente de forma a identifica-los até a

espécie.

3.4 Caraterizacdo morfologica e molecular dos isolados de leveduras

3.4.1 Caraterizacdo morfologica

As caracteristicas macroscopicas observadas nas coldnias de leveduras foram:

didametro (em mm), cor, forma, margem, elevacéo e brilho (Figura 5), de acordo com a

metodologia convencional Yarrow, (1998).
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Figura 5 - Carateristicas macroscopicas (forma, elevacdo e margem) de col6nias de leveduras em meio
solido. (adaptado de
http://inst.bact.wisc.edu/inst/index.php?module=Book&func=displayfigure&book_id=3&fi

g_number=4&chap_number=7.).

3.4.2 Caraterizacao molecular

3.4.2.1 Extracao de DNA gendmico de leveduras

Uma ansa de células, removidas de uma col6nia pura de leveduras, foi
introduzida num microtubo de 1,5 mL, contendo 500 pL de tampdo de lise SDS (200
mM Tris-HCI pH 8,0; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA pH 8,0; 0,5% SDS) e 0,5 g de
esferas de vidro estéreis (0,4-0,6 mm diametro, Sartorius). Ap6s a ressuspensao das
células, procedeu-se a mistura da solucdo em vortex durante 5 min.. Adicionou-se de
seguida, 250 pL de 3M acetato de sédio pH 5,5 (-20°C) e homogeneizou-se a solugédo
por inversdo. Apds incubacdo a -20°C durante 19 min., recolheu-se o sobrenadante para
um novo microtubo por centrifugacdo a 10.500 rpm (4°C), durante 10 min.. O
sobrenadante foi precipitado com igual volume de isopropanol (-20°C) por inversédo
suave e incubado a -20°C durante uma noite. O DNA foi recolhido por centrifugacdo a
10.500 rpm (4°C), durante 10 min., lavado com 500 uL etanol 70% (-20°C) e seco a
temperatura ambiente. Apos a secagem foi dissolvido em 40 pL de agua ultrapura a

65°C e armazenado a -20°C.
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3.4.2.2 Amplificacdo de DNA

Desenho dos iniciadores oligonucleotidicos

A identificacdo molecular das leveduras foi efetuada pela amplificacdo
termociclica da regido espacadora transcrita interna (ITS, internal transcribed spacer)
do rDNA,  utilizando o par de iniciadores nucleotidicos ITS1FO
(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) e ITS4RE (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC
3%), respetivamente na orientagdo direta ¢ inversa (White et al., 1990). A sintese dos
iniciadores oligonucleotidicos foi efetuada recorrendo aos servicos da Frilabo

(Portugal).

Reacoes de amplificacdo termociclica

A amplificacdo termociclica da regido ITS foi efetuada no termociclador
MyCycler (BioRad). A mistura de reacdo continha os iniciadores oligonucleotidicos (1
pL de cada a concentracdo de 10 mM), 5 pL MgCl, 25 mM, 10 pL tampéo de PCR 5x
(Promega), 1 pL dNTPs 10 mM, 4 uL DNA, 0,2 puL Taq DNA polymerase (GoTaq
DNA Polymerase, Promega) e 27,8 pL de H,O ultrapura para um volume final de 50
pL. O ciclo de temperaturas utilizado na amplificacdo das regides ITS foi 94°C durante
4 min (1 ciclo); 94°C durante 30 segundos, 53°C durante 1 minuto, 72°C durante 1

minutos (35 ciclos); e 72°C durante 10 min (1 ciclo).

Separacdo electroforética de DNA

As separacOes eletroforéticas preparativas e analiticas de fragmentos de DNA
foram efetuadas em tinas horizontais (BioRad), através de géis de agarose 0,6% (p/v)
em 1x TAE (TAE 10x - 0,89 M Tris; 0,89 M &cido bdrico; 20 mM EDTA) contendo
GelRed (Biotium) nas proporcOes indicadas pelo fabricante. As amostras de DNA,
assim como os marcadores de massa molecular (100 pb DNA Ladder, Promega), foram
aplicados nos pogos dos géis ap0s adicdo de 4 pL de H,O ultrapura, 2 pL de
Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega). A separacao electroforetica foi efetuada em
tampéo 1x TAE, a uma diferenca de potencial de 80 V. O DNA foi visualizado por

fluorescéncia sob radiagdo ultravioleta utilizando um transiluminador. O registo da
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separacdo electroforética foi analisada no sistema video Eagle Eye 11 Still Video System

(Stratagene), utilizando o programa Eagle Sight 3.2 (Stratagene).

Seqguenciacdo e andlise de sequéncias de DNA

As reacOes de sequenciacdo foram efetuadas recorrendo aos servigos da Stabvida
(Portugal), utilizando os iniciadores nucleotidicos descritos na amplificacéo.

As sequéncias de DNA obtidas (regido ITS) foram analisadas utilizando o pacote
de programas DNASTAR versdao 2.58 (Lasergene). Recorrendo ao servidor NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e utilizando o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment

Sequence Tool), foi analisada a homologia das sequéncias obtidas com outras

sequéncias presentes na base de dados GenBank.

3.5 Calculos e tratamento estatistico

Os resultados sdo apresentados como a média de trés a seis experiéncias
independentes, acompanhados pelo respetivo erro (se) padrao.

As diferencas entre médias foram determinadas por analise de variancia
(ANOVA), usando o programa SPSS, versdo 20, e calculadas pelo teste de Tukey, para
probabilidades p<0,05, p<0,01 e p<0,001 considerando-se, respetivamente, como
significativas, muito significativas e altamente significativas.

A relacdo entre a regido ITS do rDNA das diversas espécies de leveduras
identificadas foi avaliada pelo alinhamento das sequéncias obtidas seguida pela
construcdo de uma arvore filogenética, no programa MegAlign (Lasergene-
DNASTAR), pelo método de Clustal utilizando a tabela dos pesos residuais PAM250.

A diversidade de espécies de leveduras na salmoura e na polpa de azeitona, para
cada tempo de amostragem, foi calculada pelos indices de diversidade de Shannon-
Wiener (H), Simpson (D), Chao & Lee 1 e Jackknife 1, recorrendo ao programa Species
Diversity and Richness, Versdo 4 (Seaby e Henderson, 2007). A similaridade entre a
salmoura e a polpa da azeitona, em termos de populacédo de leveduras, foi avaliada pela
determinacdo dos indices de similaridade de Jaccards, Sorensen e Bray-Curtis,
utilizando o programa Community Analysis Package - versdo 4 (Seaby e Henderson,
2007)
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A medicdo da correlacdo entre os parametros quimicos (acidez titulavel e pH)
avaliados na salmoura e a riqueza (n° de espécies) e a abundancia de leveduras foi
efetuada mediante o célculo do coeficiente de correlagcdo de Spearman, recorrendo ao

programa estatistico SPSS, verséo 20.
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CAPITULO 4
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4. Resultados e discussao

4.1 Evolucédo do pH e acidez titulavel durante a fermentacéo

Os parametros quimicos, pH e acidez titulavel, foram usados para monitorizar o
processo de fermentacdo. Na Figura 6 encontram-se esquematizados os valores de
acidez titulavel e pH obtidos na salmoura durante a fermentacdo das azeitonas de mesa
da cv. Negrinha de Freixo.

Em relacdo a acidez, observou-se no inicio da fermentacdo (primeiros 17 dias)
um decréscimo dos valores, de 0,40 para 0,32g de &cido lactico/100 mL de salmoura
(Figura 6). Seguidamente, o valor de acidez aumentou atingindo o valor mais alto aos
54 dias de fermentacdo, valor este significativamente mais elevado (0,96 g de acido
lactico/100 mL de salmoura) do observado no inicio da fermentacdo. Apds esta fase, a
acidez manteve-se constante até ao final do processo de fermentacdo (0,90 g de &cido

lactico/100 mL de salmoura).
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Figura 6 - Evolucdo da acidez titulavel e do pH (média + erro padréo; n=3) durante a fermentacéo.
As médias seguidas por letras diferentes, mindsculas para o valor de pH e maidsculas
para os valores de acidez titulavel, diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste

de Tukey, nos diferentes tempos de fermentacéo.

Ao contrério do observado em relacdo a acidez, os valores de pH aumentaram
nos primeiros dias de fermentacdo (Figura 6) atingindo o valor de 4,48 aos 17 dias. A

partir deste periodo observou-se um decréscimo dos valores de pH, atingindo um valor
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minimo de 3,46 no final da fermentacédo, valor este significativamente mais baixo do
observado na fase inicial.

O valor de pH observado no final da fermentacdo é concordante com o intervalo
de valores (4,0 e 4,5) referidos por diversos autores (Fernandez et al., 1997) para
azeitonas de mesa. De acordo com Tofalo et al. (2012b), valores de pH inferiores a 4,5
sdo desejaveis no final da fermentacdo visto protegerem as azeitonas contra processos
de deterioracdo e inibirem o crescimento de microrganismos patogénicos durante o
armazenamento, como o Clostridium botulinum.

O aumento da acidez titulavel e o consequente decréscimo dos valores de pH,
observado ao longo dos primeiros 54 dias de fermentacdo, podera estar relacionado com
a producdo de &cidos organicos (Hutkins, 2006), como o acido acético, o acido mélico e
o0 acido lactico, pelos microrganismos a partir dos actcares (como a glicose, a frutose e
a sacarose) presentes nas azeitonas (Tofalo et al., 2012b). A presenca destes acidos é
comum em fermentacdes de azeitonas verdes e pretas (Sanchez et al., 2000;
Spyropoulou et al., 2001; Nychas et al., 2002; Tassou et al., 2002; Panagou et al., 2003;
Chorianopoulos et al., 2005).

4.2 Variagao da populagdo microbiana na salmoura e polpa de

azeitona durante a fermentacao

No Quadro 2 encontram-se os resultados da flora microbiana indigena presente
na polpa da azeitona da cv. Negrinha de Freixo antes de ser submetida ao processo
fermentativo. Os resultados indicam a presenca de todos 0S microrganismos
pesquisados. As leveduras foram a populacdo predominante, apresentando contagens de
3,59 log UFC/g, seguindo-se os microrganismos mesofilos aer6bios com contagens de
3,13 log UFC/g. A populacéo de bolores foi a que ocorreu em menor nimero no fruto
(1,06 log UFC/qg).
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Quadro 2 — Abundancia (média + desvio padrdo) dos diferentes grupos de microrganismos na polpa de
azeitona cv. Negrinha de Freixo, imediatamente antes de ser submetida ao processo

fermentativo.

Microrganismos Abundéancia (log UFC/g)
Mesofilos 3,13+0,13
Bactérias lacticas 2,60 £0,49
Bolores 1,06 £ 0,10
Leveduras 3,59+0,51

Ap0s a imersdo das azeitonas em salmoura, com uma concentracdo de NaCl na
ordem dos 4,5 a 6 %, a populacdo microbiana indigena da polpa da azeitona e da
salmoura sofreu flutuagGes no decorrer do processo de fermentacdo natural, tal como se
pode observar nas Figuras 7, 8, 9 e 10. Estas flutuacBes na populacdo microbiana
provavelmente sdo o resultado de variagbes das condicdes ambientais da solucdo de
imersdo (salmoura) ao longo do processo fermentativo.

Assim, no que respeita a populacdo de mesofilos (Figura 7) na polpa de
azeitona, verificou-se nos primeiros 17 dias de fermentacdo uma reducédo significativa,
seguindo-se uma fase de crescimento exponencial até ao dia 32, entrando a populacéo a
partir daqui em fase estacionaria. As contagens obtidas durante a fermentacao situaram-
se entre 1,90 e 5,82 log UFC/g.

A populacdo de meséfilos na salmoura apresentou um comportamento oposto na
fase inicial do processo de fermentacdo caracterizado por um aumento significativo nos
primeiros 17 dias, seguida de um periodo de crescimento estacionario até ao final. As
contagens obtidas durante a fermentagéo situaram-se entre 3,70 e 5,63 log UFC/mL.

A presenca deste grupo de microrganismos na salmoura e na polpa de azeitona
de cultivares portuguesas foi também observado por Alves et al. (2012) durante a
fermentacdo e por Nogueira et al. (2012a) em azeitonas de mesa obtidas na fase final de
fermentacdo de produtores artesanais da regido do Nordeste de Portugal. Similarmente,
em diversas amostras comerciais de azeitona de mesa de cultivares italianas foi
identificada também a presenca destes microrganismos, em quantidades a variar entre
4,9 e 5,9 log UFC/g na polpa e entre 6,2 e 7,9 log UFC/mL na salmoura (Tofalo et al.,
2012b).
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Figura 7 - Evolugdo da populacdo de mesofilos, na salmoura e polpa de azeitona, durante a fermentagéo
de azeitonas de mesa da cv. Negrinha de Freixo. As médias seguidas de letras diferentes,
mailsculas para mesofilos na polpa da azeitona e minusculas para meséfilos na salmoura,
diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey, nos diferentes tempos de

fermentacéo.

Comparando as duas matrizes analisadas no presente trabalho, verificou-se que a
populacdo de microrganismos mesofilos é significativamente superior na salmoura face
a polpa de azeitona (p<0,01) no periodo compreendido entre os 17 e os 27 dias de
fermentacdo (Figura 7). Pelo contrério, no final da fermentacdo a populagdo de
mesdfilos foi significativamente mais elevada na polpa (p<0,01) relativamente a
salmoura, ao contrario do observado em varias amostras de azeitonas de mesa de
cultivares portuguesas (Pereira et al., 2008; Nogueira et al., 2012a) e italianas (Tofalo et
al., 2012b).

A reducdo significativa da populacdo de mesofilos na polpa de azeitona
observada na fase inicial do processo fermentativo podera estar relacionada com a maior
quantidade de compostos fenolicos presentes na polpa do fruto, face a salmoura. De
facto, alguns dos compostos fenolicos presentes nas azeitonas, particularmente o
composto oleuropeina (Furneri et al., 2002) tem revelado propriedades antimicrobianas
(Mendes et al., 2012) podendo, consequentemente inibir o desenvolvimento destes
microrganismos.

No que respeita a populacdo de bactérias lacticas na polpa e salmoura (Figura
8), esta manteve-se em quantidades reduzidas na fase inicial do processo fermentativo.

Contudo, aos 44 dias observou-se um acréscimo significativo da sua populagdo
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estabilizando em seguida até ao final da fermentacdo. Os valores obtidos na polpa de
azeitona variaram entre 2,08 e 5,50 log UFC/g e na salmoura situaram-se entre 2,31 e
5,98 log UFC/g ao longo do processo fermentativo. N&o se registaram diferencgas
significativas nas contagens de bactérias lacticas entre a salmoura e a polpa da azeitona
durante todo o processo fermentativo (p>0,05).

Estudos realizados por Hurtado et al. (2008) em fermentaces esponténeas da
cultivar Arbequina indicaram a presenca deste grupo de microrganismos na salmoura
somente a partir dos 15 dias de fermentacdo, observando-se um crescimento
exponencial entre os 30 e 60 dias de fermentacgéo, atingindo o valor maximo de 7,5 log
UFC/mL. Cocolin et al. (2013), em cultivares italianas, verificaram a presenca de
bactérias lacticas logo nos primeiros 3 dias de fermentagdo esponténea, quer na
superficie do fruto (2,54 log UFC/g) quer na salmoura (4,23 log UFC/mL), seguida por
um aumento exponencial até aos 10 - 15 dias, atingindo um valor maximo 7,06 log
UFC/g na superficie do fruto e de 6,06 log UFC/mL na salmoura. Contudo Alves et al.
(2012) ndo detetaram a presenca destas bactérias durante a fermentacdo de azeitonas
britadas da cultivar portuguesa, Manzanilha.

O reduzido crescimento das bactérias lacticas observado nos primeiros dias de
fermentacgdo poderé ter resultado da presenca de compostos fenolicos presentes na polpa
da azeitona (Arroyo-Lopéz et al., 2008b) e difundidos para a salmoura, como também
da presenca de sais e menor disponibilidade de nutrientes no meio (Aponte et al., 2010).
De acordo com Ruiz-Barba et al. (1990), os compostos fendlicos no meio exercem um
efeito bactericida nestes microrganismos, através da alteracdo da parede celular e da
membrana citoplasméatica. O composto oleuropeina e seus produtos de hidrélise
(agliconas, acido elenoico e hidroxitirosol) tém sido apontados como os principais
responsaveis por este efeito (Ruiz-Barba et al., 1993). A semelhanca do observado por
Hurtado et al. (2008) em azeitonas da cv. Arbequina, durante a predominancia das
bactérias lacticas nas etapas finais da fermentacdo o pH da salmoura foi estavel (Figura
6).
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Figura 8 - Evolucdo da populagdo de bactérias lacticas, na salmoura e polpa de azeitona, durante a
fermentacdo de azeitonas de mesa da cv. Negrinha de Freixo. As médias seguidas de letras
diferentes, mailsculas para bactérias lacticas na polpa da azeitona e mindsculas para
bactérias lacticas na salmoura, diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de

Tukey, nos diferentes tempos de fermentac&o.

A populacdo de bolores (fungos filamentosos) na polpa atingiu o valor maximo
de crescimento aos 44 dias (4,83 log UFC/g) e o valor minimo no final do periodo de
fermentacdo (1 log UFC/g) (Figura 9). Na salmoura, o valor maximo foi atingido aos 17
dias (3,78 log UFC/mL), tendo-se observado em seguida um decréscimo significativo
desta populacédo no final do periodo de fermentacdo. As contagens de bolores nas duas
matrizes analisadas, salmoura e polpa, foram muito similares, excetuando os dias 27 e
44 em que se observaram diferencas significativas (p<0,05).

A semelhanca do observado no presente trabalho, foi detetada a presenca de
bolores ao longo do processo de fermentacéo de azeitonas da cultivar Manzanilha, com
contagens finais na salmoura de 1 log UFC/mL (Alves, 2010). Similarmente, em
azeitonas de mesa de cultivares italianas durante a fermentacdo natural espontanea, foi
identificada a presenca de bolores quer na superficie do fruto quer na salmoura, com
valores finais na ordem dos 5,16 log UFC/g e 5,35 log UFC/mL, respetivamente
(Cocolin et al., 2013).

A presenca destes microrganismos a superficie dos recipientes de fermentagdo é
habitual quando nédo sdo asseguradas condi¢des de anaerobiose durante a fermentacao

(Alves, 2010). A presenca de bolores é indesejavel quando ocorre em numero elevado,
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devido a producdo de micotoxinas e de compostos fétidos por parte de algumas

espécies, bem como pela alteracéo da textura dos vegetais (Hutkins, 2006).
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Figura 9 - Evolugéo da populacéo de bolores, na salmoura e polpa de azeitona, durante a fermentacdo de
azeitonas de mesa da cv. Negrinha de Freixo. As médias seguidas de letras diferentes,
mailsculas para bolores na polpa da azeitona e minusculas para bolores na salmoura,
diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey, nos diferentes tempos de

fermentacéo.

No que concerne a populacdo de leveduras, observou-se a sua predominancia
durante todo o periodo de fermentacdo quando comparado com 0S outros
microrganismos pesquisados (Figura 10). Os valores obtidos nas duas matrizes
analisadas foram muito semelhantes ao longo da fermentacdo, com excecdo do dia 17
em que foram significativamente mais elevados na salmoura (p<0,01), face a polpa. As
contagens obtidas na polpa variaram desde 5,07 e 6,47 log UFC/g, ao passo que na
salmoura foram de 5,01 a 6,25 log UFC/mL.

A evolucdo do crescimento da populacdo de leveduras ao longo do processo
fermentativo natural de azeitonas de cultivares italianas (Aponte et al., 2010; Cocolin et
al., 2013) e espanholas (Hurtado et al., 2008; Bautista-Gallego et al., 2011) mostrou um
padrao muito similar ao do presente estudo atingindo um valor maximo (=6 - 7 log
UFC/mL) ao fim de 20-40 dias, altura a partir da qual a populagdo decresceu
ligeiramente ou se manteve sensivelmente constante até ao fim da fermentacéo. Cocolin
et al. (2013) observaram o mesmo padrdo de evolucdo das leveduras na superficie de

azeitonas ao longo do processo fermentativo.

39



Os valores das contagens de leveduras observados no presente estudo
encontram-se abaixo do limite maximo estabelecido pelo Codex Alimentarius (2010), 9
log UFC/mL ou grama, e situam-se entre os referidos em outros estudos realizados em
fermentacdes de azeitona como por exemplo, 4 e 6 log UFC/ml (Marquina et al.,1992;
Nisiotou et al., 2009) e 5 log UFC/mL em azeitonas da cv. Arbequina (Hurtado et al.,
2008). Estudos efetuados com azeitonas de mesa de cultivares portuguesas obtidas no
mercado tradicional (Pereira et al., 2008) e na fase final do processo de fermentagédo de
produtores regionais (Nogueira et al., 2012a) também indicam populacdes de leveduras
méaximas de 6 log UFC/mL (Nogueira et al., 2012a) e 6,5 UFC/mL (Pereira et al., 2008)
na salmoura e 5,78 log UFC/g (Nogueira et al., 2012a) e 6,3 UFC/g (Pereira et al.,
2008) na polpa.

Valores de leveduras superiores a 7 log UFC/mL ou grama durante a
fermentacdo sdo indesejaveis devido a producdo excessiva de CO,, durante a sua
atividade metabdlica, que pode penetrar nas azeitonas, danificando-as (Fernandez Diez
et al., 1985, citado por Arroyo-Lépez et al., 2008b). Podem ainda, produzir outros gases
responsaveis pela producdo de odores e sabores desagradaveis (Arroyo-Lopez et al.,
2008a). Em resultado disto, podera ocorrer amolecimento da polpa, abaulamento das

embalagens onde sdo empacotados e turvacgdo da salmoura (Tofalo et al., 2012b).
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Figura 10 - Evolugdo da populacéo de leveduras, na salmoura e polpa de azeitona, durante a fermentacao
de azeitonas de mesa da cv. Negrinha de Freixo. As médias seguidas de letras diferentes,
mailsculas para leveduras na polpa da azeitona e mindsculas para leveduras na salmoura,
diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey, nos diferentes tempos de

fermentacéo.
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A dominancia desta populacdo durante a fermentacéo, relativamente aos outros
microrganismos pesquisados, esta relacionada com o facto de as leveduras serem mais
tolerantes as condi¢Ges ambientais habitualmente encontradas no processamento de
azeitona de mesa, como, por exemplo, concentracdes de sais, entre 8-10% (Fernandez et
al., 1997; Panagou et al., 2008; Rejano et al., 2010), pH baixo, valores extremos de
temperatura (Fernandez et al., 1997), e aos compostos fendlicos presentes (Arroyo-
Lépez et al., 2009).

4.3 Caraterizacéo dos isolados de leveduras
4.3.1 Morfoldgica

Apds a quantificacdo das leveduras nas matrizes analisadas, procedeu-se a
caraterizacdo morfologica das coldnias presentes nas placas com meio PDA com adi¢do
de cloranfenicol, onde se avaliaram alguns aspetos morfoldgicos tais como, diametro,
forma, margem, elevacao, cor e transparéncia.

Atendendo aos resultados expressos no Quadro 3, verificou-se que as coldnias
apresentavam caracteristicas morfoldgicas muito semelhantes, mas com grande
variedade de didmetros entre 2 e 15 mm. A maioria das colonias eram brancas,
circulares, com margem inteira, opacas e com elevacao achatada (Quadro 3, Figura 11).
De entre as coldnias obtidas destacam-se as col6nias n° 6 e n® 9 por apresentarem uma
cor salmédo e elevacdo convexa (Figura 11).

Posteriormente, as colonias foram agrupadas de acordo com as caracteristicas

morfolégicas obtendo-se um total de 11 grupos diferentes.
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Quadro 3 - Carateristicas morfolégicas das leveduras isoladas na salmoura e na polpa de azeitona durante o processo fermentativo.

Leveduras Caracteristicas morfologicas

Cddigo Diametro (mm) Forma Margem Elevacdo Cor Transparéncia
1 7 Circular Inteira Elevada Branca Opaca

2 10 Irregular Convexa Achatada Branca Opaca

3 3 Circular Inteira Elevada Branca Opaca

4 4 Circular Inteira Umbilicada Creme Transldcida
5 2 Circular Inteira Elevada Branca Opaca

6 7 Circular Inteira Convexa Salmédo Opaca

7 2 Oval Inteira Achatada Branca Opaca

8 5 Circular Inteira Achatada Bege Opaca

9 15 Irregular Ondulada Achatada Salméao Transllcida
10 15 Oval Ondulada Convexa Branca/creme Opaca
11 10 Circular Inteira Achatada Branca Opaca

42



11

Figura 11 - Aspeto macroscopico das coldnias de leveduras isoladas.

4.3.2 Molecular

Ap0s a caracterizacdo morfoldgica das col6nias e posterior obtencao de culturas
puras, procedeu-se a identificacdo molecular dos isolados.

Os isolados foram identificados por amplificagdo termociclica da regido ITS do
rDNA nuclear, seguida de sequenciacao.

No Quadro 4 apresentam-se as espécies obtidas apds consulta no servidor NCBI,
bem como o N° de acesso de cada espécie, que identifica o registo da sequéncia
depositada no GenBank.

Ap0s realizacdo do Blastn, onde se comparou as sequéncias de nucleotidios
obtidas com as do banco de dados GenBank, obtiveram-se nas duas matrizes analisadas
um total de 11 espécies de leveduras (Quadro 4). O filo mais representado foi o

Ascomicota, com 9 espécies, pertencentes aos géneros Candida (3 espécies), Pichia (3
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especies), Debaryomyces, Saccharomyces e Galactomyces, cada uma com uma espécie.

As restantes espécies pertencem ao filo Basidiomicota e ao género Rhodotorula.

Quadro 4 — Espécies identificadas ap6s comparacdo das sequéncias obtidas com as do banco de dados do

GenBank, por meio do Blastn com a espécie de maior identidade (%).

Maxima

Espécie Cadigo N° de acesso Identidade (%) E-value
Candida boidinii 7 FJ914929 99 0,0
Candida norvegica 4 KC542800 99 0,0
Candida tropicalis 1 JQ904699 98 0,0
Debaryomyces hansenii 5 HF545662 99 0,0
Galactomyces reessii 11 HQ436459 100 2e™
Pichia guilliermondii 8 KC544479 99 0,0
Pichia manshurica 10 JX847776 99 0,0
Pichia membranifaciens 2 DQ104722 99 0,0
Rhodotorula glutinis 9 HF934032 98 0,0
Rhodotorula graminis 6 FR717631 99 0,0
Saccharomyces cerevisiae 3 HF545670 100 0,0

A arvore filogenética, construida com base no alinhamento de sequéncias
nucleotidicas correspondentes aos fragmentos das varias espécies de leveduras
identificadas encontra-se representada na Figura 12. Nesta analise utilizou-se a espécie
Mucor hiemalis (N° de acesso KC009126) como grupo externo (outgroup) por ser
préximo ao grupo estudado, mas contudo distinto por pertencer ao filo Zigomicota. Na
arvore obtida é possivel identificar dois grupos distintos (A e B). O primeiro grupo (A)
integra as espécies P. manshurica e P. membranifaciens, ambas da familia Pichiaceae,
gue formam um sub-grupo; e as espécies R. glutinis e R. graminis, cuja familia ainda se
encontra por determinar (incertae sedis), que formam um segundo sub-grupo. Inclui
ainda as espécies S. cerevisiae (familia Saccharomycetaceae) e C. norvegica (incertae
sedis). Por sua vez, no grupo B, encontram-se duas espécies do género Candida (C.
boidinii e C. tropicalis), uma Pichia (P. guilliermondii) e as espécies D. hansenii

(incertae sedis) e G. reessii (familia Dipodascaceae). Estes resultados mostram que, de
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uma maneira geral, as espécies de leveduras que integram a mesma familia ou género
ndo possuem uma relacdo filogenética. Este aspeto foi particularmente notorio para as
espécies do género Candida. Até a data ainda ndo foi possivel identificar a posicao
taxondémica exata deste taxon sendo, por isso, classificado por incertae sedis. A
reduzida filogenia entre as trés espécies de Candida identificadas no presente trabalho
confirma a dificuldade da classificacdo taxonémica deste taxon. De entre as diferentes
espécies identificadas, as que apresentaram um elevado grau de semelhanga sdo R.

glutinis e a R. graminis, bem como a P. manshurica e a P. membranifaciens.
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—— Fichia membraifacions

|— Rhodoforula ghaiis N

Rhodoforala grarminis
e Bee e OMPOSS CEFEVISIae

e Cetnieli e viorvegica
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Camdida fropicalis B
Crandida boidinii

Galactomyces recssii

- Moy fmemalis
a3

] A0 40 3020 10 1]
Mucleotide Substtutions (1000

Figura 12 - Arvore filogenética representando a relagio entre a regido ITS do rDNA das diversas
espécies de leveduras identificadas. As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas através do
programa MegAlign (DNASTAR), pelo método de Clustal utilizando a tabela dos pesos
residuais PAM250. O comprimento de cada par de ramos representa a distancia entre cada
par de sequéncias. A escala que se encontra sob a &rvore mede a distancia entre as
sequéncias. A espécie Mucor hiemalis (N° de acesso KC009126) foi utilizada como grupo
externo (outgroup) que é préximo ao grupo estudado, mas ainda assim claramente distinto
dele.
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4.4 Evolucéo das espécies de leveduras durante a fermentacéo

A evolucdo e abundancia das espécies de leveduras identificadas na salmoura e
polpa ao longo do processo fermentativo encontram-se nos Quadros 5 e 6,
respetivamente. Devido ao excesso de trabalho, ndo foi possivel proceder a
quantificacdo e a identificacdo molecular de leveduras no dia 27 na salmoura e no dia
17 na polpa de azeitona.

Durante a fermentacéo identificaram-se um total de 1130 isolados na salmoura e
1492 isolados na polpa, pertencentes ao género Candida, Debaryomyces, Galactomyces,
Pichia, Rhodotorula e Saccharomyces.

As espécies de leveduras identificadas na salmoura foram Candida boidinii, C.
tropicalis, Debaryomyces hansenii, Galactomyces reessii, P. membranifaciens, Pichia
manshurica e Saccharomyces cerevisiae (Quadro 5). Na polpa foram igualmente
identificadas estas espécies, a exce¢do de P. manshurica, e ainda as espécies C.
norvegica, P. guilliermondii, Rhodotorula graminis e R. glutinis (Quadro 6).

As espécies mais abundantes na salmoura (Quadro 5) e polpa de azeitona
(Quadro 6) durante todo o periodo de fermentacdo foram S. cerevisiae (48,32% e
54,29%, respetivamente), C. tropicalis (27,17% e 16,82%, respetivamente), P.
membranifaciens (12,21% e 13, 27 %, respetivamente) e C. boidinii (6,99% e 10,46%,
respetivamente). As restantes espécies surgiram ocasionalmente em percentagens a
variar entre 0,09% (D. hansenii) e 4,34% (G. reessii) na salmoura, e 0,13% (C.
norvegica) a 2,55% (P. guilliermondii) na polpa.

A abundancia relativa de cada uma das espécies de leveduras identificadas na
salmoura e na polpa de azeitona durante a fermentacdo encontra-se na Figura 13. No
inicio da fermentacdo, primeiros 4 dias, as espécies que apresentaram uma abundancia
relativa elevada na salmoura foram C. boidinii (62,75%), P. manshurica (19,61%) e C.
tropicalis (15,69%) (Figura 13A), ao passo que na polpa, este periodo foi dominado
pela P. membranifaciens (55,91%) e pela S. cerevisiae (32,28%) (Figura 13B). A partir
dos dias 17 até ao final da fermentacdo, as espécies principalmente envolvidas no
processo fermentativo foram S. cerevisiae e C. tropicalis (Figuras 13A e 13B).

Vérios autores (Arroyo-Lopez et al., 2006; Rodriguez-Gomez et al., 2010;
Bautista-Gallego et al., 2011) identificaram também a levedura S. cerevisiae no

processamento de diferentes cultivares de azeitonas de mesa. Esta espécie tem um papel
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importante na conservacao das azeitonas de mesa, uma vez que protege o produto da

oxidacdo dos acidos gordos insaturados (Hernandez et al., 2007).

47



Quadro 5 - Evolugéo e abundéancia de leveduras na salmoura ao longo do processo fermentativo.

Dias Abundancia

Espécies de leveduras Total

4 17 27 32 44 54 149 (%)
Candida tropicalis 8 58 NI 34 16 130 61 307 27,17
Pichia membranifaciens NI 8 112 18 138 12,21
Saccharomyces cerevisiae 1 50 NI 14 34 301 146 546 48,32
Debaryomyces hansenii NI 1 1 0,09
Candida boidinii 32 NI 11 32 4 79 6,99
Pichia manshurica 10 NI 10 0,88
Galactomyces reessii NI 35 13 1 49 4,34
Total 51 108 83 82 577 229 1130 100

NI — Nao identificado.
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Quadro 6 - Evolucdo e abundancia de leveduras na polpa ao longo do processo fermentativo.

Espécies de leveduras pias Total Abundancia
0 4 17 27 32 44 54 149 (%)

Candida tropicalis 17 15 NI 20 52 42 78 27 251 16,82
Pichia membranifaciens 71 NI 9 118 198 13,27
Saccharomyces cerevisiae 55 41 NI 25 167 73 137 312 810 54,29
Candida norvegica 2 NI 2 0,13
Debaryomyces hansenii 4 NI 4 0,27
Rhodotorula graminis 24 NI 24 1,61
Candida boidinii NI 33 15 36 72 156 10,46
Pichia guilliermondii 38 NI 38 2,55
Rhodotorula glutinis 7 NI 7 0,47
Galactomyces reessii NI 2 2 0,13
Total 147 127 45 261 132 369 411 1492 100

NI — Nao identificado.
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Candida tropicalis foi referida por Bautista-Gallego et al. (2011) e Arroyo-
Lépez et al. (2008b), como predominante nas fases iniciais do processo de fermentac&o.
Neste trabalho, além de ter sido detetada na fase inicial do processo de fermentacéo foi
também identificada na salmoura e polpa em todos os estagios do processo fermentativo
(Figura 13). A presenca desta especie em salmouras de azeitonas foi também
mencionada por Esteve-Zarzoso et al. (1999) e Villa-Carvajal et al. (2006) em azeitonas
espanholas das cultivares Gordal no inicio da fermentacdo e Manzanilha no inicio e
meio da fermentacdo. Esta espécie é capaz de degradar os polifenois (Arroyo-Lopez et
al., 2008b), e produzir acido citrico (Abbas et al., 2006), diminuindo o pH do meio e
consequente aumento da acidez.

Pichia membranifaciens foi identificada em diversas preparacfes de azeitonas
pretas e verdes (Coton et al., 2006; Rodriguéz-Gomez et al., 2010) na fase inicial do
processo de fermentacdo da variedade Hojiblanca (Rodriguéz-Gémez et al., 2010) e
final de azeitonas pretas (Coton et al., 2006). Também outros autores referem a
predominancia desta espécie durante a fermentacdo espontdnea de azeitonas
portuguesas (Marquina et al., 1992; Hernandez et al.,2007; Hurtado et al., 2008) e de
azeitonas espanholas da cultivar Arbequina (Marquina et al., 1992; Hurtado et al.,
2008). Neste trabalho, esta espécie, foi identificada na salmoura nas etapas finais e na
polpa no inicio e meio da fermentacdo. Esta espécie tem a capacidade de assimilar acido
lactico reduzindo a acidez do meio. Apresenta caracteristicas metabdlicas desejaveis,
contribui para sintese de todas as vitaminas do complexo B, essenciais para o
crescimento de bactérias lacticas (Silva et al., 2011). Também contribui para a
preservacao das azeitonas contra a oxidacdo dos acidos gordos insaturados e formacao
de perédxidos (Hernandez et al., 2007).

No presente trabalho a espécie P. manshurica (também designada por P.
galeiformis) foi detetada exclusivamente na salmoura nos primeiros 4 dias de
fermentacdo, ao contrario do observado por Bautista-Gallego et al. (2011) e Nogueira et
al. (2012b) que referem a presenca desta espécie no final do processo fermentativo de
azeitonas das cultivares Manzanilla e Cobrancgosa, respetivamente. Rodriguez-Goémez et
al. (2010) relataram também a presenca deste microrganismo durante o0 armazenamento

de azeitonas das cultivares Manzanilla e Hojiblanca.
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Figura 13 - Abundéancia relativa das espécies de leveduras identificadas na salmoura (A) e na polpa de

azeitona (B) durante a fermentacéo.

Candida boidinii foi descrita por diversos autores (Coton et al., 2006; Arroyo-
Lopez et al., 2008b; Hurtado et al., 2008 e 2009; Rodriguez-Gomez et al., 2010,
Nogueira et al., 2012b) em azeitonas de mesa obtidas por fermentagéo natural na fase
final do processo fermentativo. Neste trabalho esta levedura surgiu na salmoura com
uma abundancia relativa elevada no inicio da fermentacdo (62,75%) reduzindo a sua
abundéncia nas etapas finais (Quadro 5, Figura 13A). A sua presenga na polpa foi

detetada apenas a partir dos 32 dias de fermentacédo, tendo-se mantido a sua abundancia
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constante até ao final do processo (Quadro 6, Figura 13B). Esta levedura apresenta
atividade lipolitica (Bautista-Gallego et al., 2011), contribuindo de forma favoravel para
0 sabor do produto, uma vez que permite a formacdo de compostos volateis (Hernandez
et al., 2007; Rodriguez-Gomez et al., 2010).

A espécie P. guilliermondi encontra-se associada a producdo de compostos
volateis em fermentacGes (Sangorrin et al., 2007), mas raramente tem sido associada a
producdo de azeitona de mesa (Arroyo-Lopez et al., 2007). Contudo, Aponte et al.
(2010) revelam a presenca desta espécie durante todo o periodo de fermentacdo de
azeitonas verdes sicilianas e Rodrigues (2011) na fase final de fermentacéo de azeitonas
da variedade Manzanilha. Neste trabalho, esta espécie foi identificada apenas no fruto
antes do inicio da fermentacéo (Quadro 6 e Figura 13B).

Candida norvegica (anteriormente designada Torulopsis norvegica) tem sido
associada a ocorréncia de fenomenos indesejaveis em fermentacdes espontaneas de
azeitonas pretas (Quintana et al., 1979). Neste trabalho esta espécie surgiu apenas no
fruto antes do inicio da fermentagdo com uma percentagem relativa baixa (1,36%)
(Figura 13B).

Segundo Nisiotou et al. (2009) e Kotzekidou (1997), D. hansenii foi a espécie
dominante no inicio da fermentacdo espontanea em azeitonas de mesa pretas produzidas
seguindo o método grego. Hernandez et al. (2007) referem a presenca desta levedura
durante o processamento de azeitonas verdes portuguesas. No entanto, neste trabalho foi
apenas identificada na polpa antes da fermentacdo e durante a fase final em
percentagens relativas insignificantes (2,72% e 0,17%, respetivamente). Esta levedura
apresenta atividade lipolitica (Rodriguez-Gomez et al., 2010).

Em relacdo as leveduras do género Rhodotorula, identificou-se neste trabalho a
presenca de duas espécies, R. graminis e R. glutinis, apenas na polpa e antes do inicio
da fermentacdo. Estas leveduras apresentam um pigmento cor de salmdo. Até ao
momento, R. graminis ndo tem sido associada ao processamento de azeitonas de mesa,
enquanto que R. glutinis foi referida por Arroyo-Lépez et al. (2008b), Hurtado et al.
(2008), Aponte et al. (2010), Bautista-Gallego et al. (2011), Alves et al. (2012), no
inicio do processo de fermentacdo. A presenca desta espécie, na elaboragdo de azeitonas
de mesa, pode estar relacionada com o amolecimento das azeitonas, e com a formagéo
de uma pelicula na salmoura (Hernandez et al., 2008), podendo, no entanto, ter um

papel benéfico na difusdo de nutrientes (Hurtado et al., 2008).
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Galactomyces reessii foi identificada no meio do processo fermentativo,
surgindo com uma abundéncia relativa baixa na polpa (1,52%) e a variar entre 0,17% a
42,16% na salmoura (Figura 13A e 13B). Até ao momento, o papel desta levedura ndo

tem sido associado ao processamento de azeitonas de mesa.

4.5 Indices de diversidade

Com o objetivo de comparar a diversidade de espécies de leveduras presente na
salmoura e na polpa de azeitona, ao longo do processo fermentativo, calcularam-se os
indices de diversidade de Shannon-Wiener (H), Simpson (D), Chao & Lee 1 e Jackknife
1 (Quadro 7 e 8). Estes indices sdo os mais utilizados para estimar a diversidade de
espécies de leveduras em amostras ambientais (Mestre et al., 2011) e alimentares (Setati
et al., 2012), incluindo azeitonas de mesa (Cocolin et al., 2013). De entre estes indices,
os mais utilizados sdo o indice de Shannon-Wiener e de Simpson. O primeiro indice
atribui um peso igual as espécies raras e abundantes, enquanto que o segundo indice
exprime a abundancia das espécies mais comuns (Magurran, 2004). O método Jackknife
1 estima a riqueza total utilizando o nimero de espécies que ocorrem apenas numa
amostra (Magurran, 2004). Por sua vez, o método Chao & Lee 1 estima a riqueza total
utilizando o nimero de espécies representadas por apenas um individuo nas amostras, e
0 nimero de espécies com apenas dois individuos nas amostras (Magurran, 2004).

Todos os indices calculados estimam uma maior diversidade de espécies de
leveduras na salmoura (H =1,3; D = 2,9; Chao & Lee 1 = 7,0; Jackknife 1 = 7,0) face a
polpa de azeitona (H = 1,2; D = 2,6; Chao & Lee 1 = 5,0; Jackknife 1 = 5,0) durante o
processo fermentativo (Quadro 7 e 8). Tal como mencionado anteriormente, a reduzida
diversidade de leveduras na polpa podera dever-se a sua composi¢cdo em compostos
fendlicos, que tém revelado possuir atividade antimicrobiana (Mendes et al., 2012).

Verificou-se ainda que a diversidade de leveduras na polpa de azeitona foi
superior antes de serem submetidas ao processo fermentativo (tempo 0) face a polpa em
condicgdes de fermentacdo. Antes de ser mergulhada na salmoura, a polpa apresentava
um total de 7 espécies de leveduras e com indices de diversidade superiores (H = 1,6; D
=4,1; Chao & Lee 1 =7,0 e Jackknife 1 = 7,0) quando comparado com a polpa durante
o processo fermentativo (Quadro 8). A menor diversidade de espécies registada na

polpa durante a fermentacdo podera estar relacionada com as condi¢des ambientais
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habitualmente encontradas no meio fermentativo (e.g. elevada concentracao de sais, pH
baixo) que podem favorecer o desenvolvimento de apenas algumas espécies de
leveduras. As espécies C. norvegica, R. graminis, R. glutinis e P. guilliermondii, por
terem surgido exclusivamente na polpa da azeitona antes de serem submetidas a
fermentacao (Quadro 6), parecem ser sensiveis as condigdes ambientais encontradas no
processo fermentativo.

Os indices de diversidade calculados indicam que a riqueza de espécies de
leveduras variou ao longo do processo fermentativo. Nos primeiros 17-27 dias de
fermentacdo observou-se uma diminui¢do da riqueza de espécies quer na salmoura
(Quadro 7) quer na polpa (Quadro 8). A partir desta data a diversidade aumentou nas
duas matrizes analisadas atingindo valores maximos aos 44-54 dias de fermentacdo,

decrescendo em seguida até ao final do processo.

Quadro 7 — indices de diversidade das espécies de leveduras presentes na salmoura, ao longo do periodo

fermentativo.

Tempo Numero de Shannon- Simpson ]
(dias) espécies Wiener (H) (D) Chao &lee 1 Jackdnife 1
4 4 1,0 2,2 41 4,0
17 2 0,7 2,0 2,0 2,0
32 3 1,0 2,7 3,0 3,0
44 5 1,5 3.9 5,0 50
54 6 1,2 2,8 7,3 6,0
149 4 0,9 2,1 4,0 4,0
Total 7 1,3 2,9 7,0 7,0

54



Quadro 8- indices de diversidade das espécies de leveduras presentes na polpa de azeitona, ao longo do

periodo fermentativo

Tempo Numero de Shannon- Simpson ]
(dias) espécies Wiener (H) D) Chao & Leel Jackknife 1
4 3 0,9 2,3 3,0 3,0
27 2 0,7 2,0 2,0 2,0
32 4 1,0 2,2 4,0 4,0
44 4 1,0 2,4 4,0 4,0
54 4 1,3 3,4 4,0 4,0
149 3 0,7 1,6 3,0 3,0
Total 5 1,2 2,6 5,0 5,0

4.6 Similaridade da populacéo de leveduras da salmoura e polpa de

azeitona

A semelhanca na composicdo de espécies de leveduras, entre a salmoura e a
polpa de azeitona, ao longo do processo fermentativo foi avaliada pelo calculo de
indices de similaridade. Estes indices comparam comunidades de forma qualitativa
(presenca ou auséncia de espécies) ou quantitativa (abundancia de espécies). Os indices
qualitativos mais utilizados sdo os indices de Jaccard e de Sorensen. Estes indices
avaliam o nimero de espécies comuns entre duas amostras, neste caso entre a salmoura
e a polpa de azeitona, e variam de 0 (nenhuma similaridade) a 1 (total similaridade)
(Magurran, 2004). Em geral, valores de indices de Jaccard e de Sorensen superiores a
0,5 indicam elevada similaridade. Um dos indices mais utilizados que considera a
abundancia das espécies (indice quantitativo) € o de Bray-Curtis. Este indice varia entre
0 (total similaridade) e 1 (nenhuma similaridade) (Magurran, 2004).

A analise da similaridade da populacdo total de leveduras entre a salmoura e a
polpa de azeitona, estimada pelos indices de Jaccard, Sorensen e Bray-Curtis, indica a
existéncia de uma grande similaridade (Quadro 9). Nesta analise total, os indices de
Jaccard e de Sorensen apresentaram valores superiores ou iguais a 0,5 e o de Bray-
Curtis o valor de 0,2. Os resultados indicam ainda uma menor similaridade entre a
salmoura e a polpa nos primeiros 32 dias de fermentacdo, verificando-se depois um

aumento da similaridade a partir dos 44 dias de fermentacdo. Estes resultados sugerem
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que as espécies de leveduras envolvidas no processo de fermentagdo, em ambas as
matrizes (polpa e salmoura), é muito similar sobretudo a partir dos 44 dias de

fermentacéo.

Quadro 9 - indices de similaridade das espécies de leveduras presentes na salmoura e na polpa de

azeitona, ao longo do processo fermentativo.

indices Salmoura vs Polpa de azeitona

Dia4 Dia 32 Dia 44 Dia 54 Dia 149 Total
Jaccards 0,4 0,4 0,8 0,7 0,8 0,5
Sorensen 0,6 0,6 0,9 0,8 0,9 0,7
Bray-Curtis 0,9 0,7 0,4 0,3 0,4 0,2

4.7 Correlagdo entre os parametros quimicos e a abundéncia de

espécies

A influéncia dos parametros quimicos avaliados na salmoura (pH e acidez
titulavel) na abundéncia e riqueza de diversas espécies de leveduras, durante 0 processo
fermentativo, foi avaliada mediante o calculo do coeficiente de correlacdo de Spearman.
Este coeficiente mede a intensidade da relacdo existente entre duas variaveis aleatérias
cujo valor pode variar entre -1 a 1 designando-se no primeiro caso, como uma relagéo
inversa e no segundo uma relacdo direta. Um valor absoluto préximo de zero indica que
as variaveis ndo se correlacionam ou se encontram fracamente correlacionadas.

Os resultados obtidos indicam que o pH e a acidez influenciaram de forma
significativa a abundancia e a riqueza total de leveduras (Quadro 10). No caso do pH,
verificou-se uma correlagdo inversamente proporcional e forte com o numero total de
isolados e de espécies (valores de coeficientes de correlacdo de Spearman de 0,32 e
0,43, respetivamente). No caso da acidez, a correlacdo foi diretamente proporcional e
ligeiramente mais fraca e verificou-se apenas para a riqueza total (valor de coeficiente

de correlagdo de Spearman de 0,25).
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Quadro 10 - Correlagdo de Spearman entre os parametros quimicos avaliados na salmoura (pH e acidez

titulavel) e a abundancia de cada espécie, abundancia total e riqueza total

Espécies de leveduras pH Acidez titulavel
Candida boidinii -0,25* n.s.
Candida tropicalis -0,44%**>* 0,30*
Debaryomyces hansenii n.s. n.s.
Galactomyces reessii n.s. n.s.
Pichia manshurica n.s. n.s.
Pichia membranifaciens -0,55*** 0,44%**
Saccharomyces cerevisiae -0,47%** 0,35**
Abundancia total -0,32* n.s.
Riqueza total -0,43*** 0,25*

ns - ndo significativo; * significativo ao nivel de 0,05; ** significativo ao nivel de 0,01; ***

significativo ao nivel 0,001.

Diferencas aprecidveis foram evidenciadas entre as diversas espécies de
leveduras identificadas na salmoura (Quadro 10). Os coeficientes de correlacdo de
Spearman calculados indicam que a abundéncia das espécies C. boidinii, C. tropicalis,
P. membranifaciens e S. cerevisiae estad negativamente correlacionada com o valor de
pH na salmoura; e positivamente correlacionada com a acidez, a exce¢do de C. boidinii.
Estes resultados sugerem que o crescimento de C. tropicalis, P. membranifaciens e S.
cerevisiae, durante o processo fermentativo, parece ser favorecido quando os valores de
pH sdo baixos (3,72) e quando os valores de acidez sdo mais elevados (0,96g de acido
lactico/100 mL de salmoura). Assim, o crescimento destas espécies podera estar mais
dependente/ relacionado com o pH do meio face as restantes espécies de leveduras que
também surgiram no meio fermentativo (D. hansenii, G. reessii e P. manshurica). No
que concerne a C. boidinii, os resultados obtidos sugerem que o seu desenvolvimento é

influenciado por valores de pH mais elevados, mas nédo pela acidez.
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CAPITULO 5







5. Concluséao

O processo de fermentacdo natural das azeitonas de mesa da cultivar Negrinha
de Freixo caracterizou-se por apresentar duas fases distintas. A primeira fase (primeiros
32-54 dias de fermentacdo) caracterizou-se por um ligeiro aumento da populagéo de
leveduras na salmoura e polpa, coincidindo com um acréscimo dos valores de acidez
total e consequente decréscimo dos valores de pH. No geral, a populacdo de bactérias
lacticas e de mesofilos reduziu nesse periodo. Na segunda fase (restante periodo)
coexistiram em quantidades relativamente constantes bactérias lacticas, microrganismos
mesofilos e leveduras e os valores de acidez e pH variaram entre 0,96 a 0,90 g de acido
lactico/100 mL e 3,72-3,46, respetivamente. Nesta fase a populacdo de bolores reduziu
de forma significativa atingindo no final o valor mais baixo (1,0 log UFC/g ou mL).

As leveduras foram a populagdo predominante durante todo 0 processo
fermentativo com populagdes a variar na salmoura entre 5,02 a 6,25 log UFC/mL e na
polpa entre 5,07 a 6,47 log UFC/g. As bactérias lacticas ocorreram sobretudo na
segunda fase do processo fermentativo atingindo um valor maximo na salmoura e polpa
de 5,75 log UFC/mL e 5,43 log UFC/g, respetivamente. A populacdo de mesdéfilos
situou-se entre 3,70 e 5,63 log UFC/mL e 1,90 e 5,82 log UFC/g, respetivamente na
salmoura e polpa.

A maioria das coldnias de leveduras isoladas eram brancas, circulares, com
margem inteira, opacas e com elevacdo achatada, com didmetros entre 2 e 15 mm. As
estirpes identificadas na salmoura foram as espécies C. tropicalis, P. membranifaciens,
S. cerevisiae, D. hansenii, C. boidinii, G. reessii. Na polpa identificaram-se ainda as
espécies C. norvegica, P. guilliermondii, R. graminis e R. glutinis. Nesta matriz ndo foi
identificada a espécie P. manshurica. Observou-se ainda, durante todo o processo
fermentativo, uma maior diversidade de espécies na salmoura face a polpa.

A populacdo de leveduras sofreu alteracbes ao longo da fermentacdo das
azeitonas. Durante os primeiros 4 dias, registou-se uma elevada abundancia de C.
boidinii, P. manshurica e C. tropicalis na salmoura e de P. membranifaciens e S.
cerevisiae na polpa. A partir dos 17 dias e até ao final da fermentacao registaram-se, em
ambas as matrizes, uma maior abundancia de S. cerevisiae e C. tropicalis. A
similaridade da populacdo de leveduras entre a salmoura e a polpa foi reduzida nos

primeiros 32 dias de fermentacdo, apresentando valores superiores a partir dos 44 dias
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até ao final da fermentacdo. Estas diferencas na populacdo de leveduras ao longo do
processo de fermentacdo, com a predominancia de determinadas espécies na primeira ou
na segunda fase do processo fermentativo, mostraram estar significativamente
correlacionadas com a variacao dos valores de pH e da acidez da salmoura. Valores de
pH baixos e de acidez elevados parecem favorecer o crescimento de C. tropicalis, P.
membranifaciens e S. cerevisiae.

Este é o primeiro estudo sobre a evolucdo da microbiota, em especial das
leveduras, na polpa e na salmoura durante o processo fermentativo da “Azeitona de
Conserva Negrinha de Freixo”. O conhecimento das espécies de leveduras envolvidas
na fermentagéo, a sua evolucdo ao longo do processo, e as transformacdes pelas quais
sdo responsaveis podera ser util quer na melhoria da qualidade da “Azeitona de

Conserva Negrinha de Freixo” quer na sua preservagao e seguranga.
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