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RESUMO

Os perlis microbioldégico e quimico da fermentagiio de azeitona da cultivar “Azeiteira’
ou “Azeitoncira® tipo verde esfilo sevilhano, preparada com [rutes em dois estados de
maturagiio distintos, demonstraram a aptidio desta cultivar para o referido processamento,
potenciande a diversificagdo e valorizagio dos produtos do olival. Observaram-sc uma
maior ¢ mais rapida acidificacdo da salmoura no processo de fermentaghio dos [frutos
colhidos no estudo de maturagio mais tardio e a consequente redugdo do periodo de
sobrevivéncia clas bactérias Gram-negativas, minimizando o risco de deterioragio do
produto na fase inicial do processo.
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ABSTRACT

The micrabiological and chemical profiles of Spanish-style green olives fermenting
process [rom the Portuguese cultivar Azeitcira’ ou ‘Azeitoneira’, with fiuits at two

promoting olive products diversification. Spontancous [ermentation pattern of later
harvesting date revealed quicker and higher brine acidification and a Gram negalive survival
period reduction, wilch could contribute to minimize the risk of spoilage during the first
days of fenmentation,

Key-words: (Vea europaea; table olives; fermentation; ripening: microflora; chemical
parameters

1 — INTRODUCAD

A elevada aptidio da cultivar portuguesa ‘Azeiteira® para preparacio de azeilona de
mesa, reconhecida pela sua inclusiio entre as cultivares para preparagio de “Azeitonas de
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Conserva de Elvas e Campo Maior”™ (EEC, 2005} e o seu relativamente baixo rendimento
em matéria gorda poderfio justificar que esta cultivar tambény seja designada por
‘Azeitoneira’, como refere Leitdo eral (1986). A prepuraciio desta szcilonu lipo verde estilo
sevilhano enquadra-se numa estratégia de diversilicue@e dos produtos do olival,

0O processamento de azeitona estilo sevithano inclul as operagdes de tratamento
alcaling, de lavagem, de fermentagio ¢ de conservagio. O ratamento alcalino, que consiste
na imersio dos [rulos numa solugdo de hidrdxido de sédie, promove a hidrolise da
oleuropeina ¢ a maior permeabilizagdo dos tecidos, propiciando a disponibilizagio de
nutrientes para o posterior desenvolvimento da fermentagfio. Geralmente, este tratamento &
interrompido quande a solugdo alcalina atinge 2/3 da distincia entre a epiderme ¢ o
endocarpo (Kopsidas, 1991 Leal-Sanchez ¢f af, 2003; Chammem ef 4/, 2005). O periodo
de contacto da solugdo com os frulos depende especialmente da concentragdo da solugio de
hidroxido de sodio, da temperatura ambicnle, da cullivar ¢ do tamanhe e estade de
maturagio dos frutos (Kopsidas, 19913 Consequentemente, a homogeneidade do produto
final esta estreitamente relacionada com a homogeneidade da matéria-prima.

A etapa seguinte ¢ a de lavagem que podera inclur um ou dois periodos de imersdo
dos frutos em agua, totalizando 12 a 18 horas (Sanchez er af, 2000, 2001; de Castro ef 4/,
2002; Leai-Sanchez er 4/, 2003; Chammem ef af, 2003). Lavagens pouco intensas
proporcionam [rutos com maior intensidade de amarger, com hidroxido de sodio residual ¢
elevado pH, o que potencia a ocorréncia de alterages. Por outro lado, lavagens intensas
podem conduzir a lixiviagiio excessiva de substratos fermentesciveis (Borbolla y Alcala &
Rejano, 1978). Posteriorments, os frutos s3o colocados em salmoura onde decorrerda a
fermentaciio. Chammem ef 4/ {2005) concluiv que. para a cultivar tunisina *‘Meski’, o
tratamento alcaline com uma soluciio de 2% de NaOH e salmoura de 9% permitiram o
melthor desenvolvimento da fermentaglo,

Nu qualidade dos produtos de origem vegetal, a data de colheita assume uma
importineia fuleral. A colheita de azeilona para preparagio tipo verde estilo sevilhano
deverd ser iniciada quando o endocarpo estiver totalmente desenvolvido ¢ o fruto atingir o
tamanho mdximo ¢ coloragio verde-amarelada. Estas caracteristicas estdo intimamente
relacionadas com diversos [actores em que se destacam as caracteristicas intrinsecas da
culiivar e as condigdes edafo-climaticas.

Em azeitona de mesa, o estudo da evolucfio da fermentagio inclul a andlise integrada
du dindmica da microflora caracteristica, bactérias Gram-negativas e lacticas ¢ loveduras, e
de pardmetros fisico-quimicos da salmoura, nomeadamente, o pH, a acidez livre, a acidez
volalil € a concentragdo de cloreto de sédio (Borbolla y Alcala & Rejano, 1978, 1981
Sanchez er al., 2000, 2001; de Castro ¢f af, 2002; Leal-Sinchez ef af, 2003; Montafio ef al,
2003; Chammenm et af/, 2005).

Neste trabalhe tragaram-se os perfis microbioldgico ¢ [sico-gquimico das salmouras de
fermentagao da cultivar *Azeitoneira’ tipo verde estilo sevilhano, preparadas com frutos ¢m
dois estados de maturacdo distintos, de forma a coneluir sobre a aptidio da cultivar para este
tipe de processamento ¢ o cfeito do estado de maturagdc no processo da ferwentagao,
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2 - MATERIAL E METODOS

Preparagdo de azeitona tipo verde estilo sevithano

Na eampanha de 2003, foi colhida azeitona verde da cuitivar “Azeitoneira’ a 29 de
Satemhro ¢ a 17 de Outabro, num olival em Protecciio Integrada siado em Campo Maior
(Norte Alentejo). Os frutos foram fimpos e classificados numa unidade industral da regido,
utilizando azeitonas de primeira classe para os ensuios (NP-3034, 1987).

Os rutos foram colocados numa solugdo de 1,5% (m/v) de hidroxido de sddio até que
o NaOH penetrou, uproximadamente, 2/3 da espessura da polpa das azeitonas. A penelragio
de NaOH no fruto foi confirmada pela coleragio vosa dos tecidos da polpa, apds adigio de
algumas gotas de fenolltaleina. Realizou-se uma primeira lavagem com agua em jacto
duranle 15-20 minutos, seguida de 4 horas de permanéncia cm dgua e linalmente uma
javagem de 12 horas. Posteriormente, os frutos foram colocados em recipientes de plastico
com 30L de capacidade e cobertos com salmoura a 8,0% (miv ) de NaCl A temperatura da
sala de fermentacio durante o ensaio foi de 25-30 °C.

Ao longo da fermentagio foram recothidas amostras de sulmoura da zona central de
cada fermenlador. Os resultados utilizados para fragar os perfis microbiologico & fisico-
guimico de cada data de colheila correspondem ao valor médio de dois fermentadores.

Andlises microbioldgicas das salmouras

Foram inoculadas em meio selectivo aliquotas ou diluigdes sucessivas de salmoura e,
apos incubacio, contaram-se as unidades de formagdo de coloniag (UFC). A contagem de
coldnias de baciérias Gram-negativas foi feila apos crescimento a 30°C durante 24 haras em
VRBD (Mérck). As coldnias de bactérias lacticas foram quantificadas em MRS (Oxoid)
com azida de s0dio (10 %, m/) (Sigma-Aldrich) apos incubagho a 30°C durante 72 horas; a
quantificagiio de coldnias de leveduras ¢ lungos realizou-se depois 72 horas de incubagdo a
25°C em DGR (Oxoid) com cloranfenicol (Oxoid).

Andlises fisico-quimicas das salmouras

Os pardmetros fisico-quimicos analisados na salmoura foram o pH, a acidez livie ¢ a
acidez voldtil, expressas om percentagem de acido lactico (mfv}, ¢ a concentragio de cloreo
de sodio apresentada cm percentagem de NaCl (m/fv}).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

Nas duas datas de colheita, os frutos apresentaram coloragio verde-amarelada ¢
tamanho carucleristicos da cultivar. Apenas na data de colheita mais lardia se observou o
facil desprendimento da poipa do carogo quando, apds corte transversal, se exerceu um
movimento rotacional dos frutos colocados entre o indicador e o polegar, e a libertagio de
um “fluido leitoso™ da polpa, apds pressio sobre a mesma. Estes indicadores confirmaram
estados de maturacio distintes das matérias-primas colhidas no final de Setembro ¢ em
meados de Outubro. '

Nos friutos colhidos em QOutubro, a penetracio de NaOH alcangou 2/3 da polpa apds 6
horas de contacta com a sotucio, corroborando o procedimento utilizado para as cultivares
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‘Conservolea’ com uma solugio de 1,6% de NaOH (& wemperatura de 25°C) (Kopsidas,
1991) e *Manzanilla’ com solugdes de aproximadamente 2% de NaOH (Sanchez et al,
2000, 2001; de Castro er al, 2002; Leal- Sanchez ¢f af, 2003}

Naos frutos colhidos em Setembro, em estado de maturagdo menos avangado. a solugio
alcalina apenas tinha iniciado a penetragio da polpa decorridas 13 horas de imersdo. Perante
a dificil progressio da sulugdo de hidréxide de sadio nestes fruros, substituiu-se a solugio
alcatina por dgua onde as azeitonas permancceram duraale a noite (9 horas). No dia
seguinte, os frutos foram submersos numa solugio de hidrdxido de sodio a 1,5% ¢
rranscorridas 2 horas de fmersde, o NaQIH penetrou 2/3 da distiincia entre a epiderme € o
endocarpo. Kopsidas (1991) refere 2 importincia das propricdades de textura na progressio
de NaOH nos frutos, salicnlande que em azeitonas com elevada dureza do epicarpo ¢ do
mesoearpo, caracieristicas de estados de maturagiio menos avangados, serd necessario um
tratamento alcalino mais prolongado ou uma solugie mais concentrada.

A fermentaciio dos frutos de ambas as datas de colheita poder-se-d descrever em trés
tases (RBorbolla v Alcald & Rejano, 19817, Na primeira fase, durante os primeiros 5 dias de
fermentagiio, registou-se uma acidificagio do meio até valores proximos de pH 6 (Fig. 3).
Decorrides 3 dias, as salmouras dos frutos das duas datas de colheita apresentaram niveis
populacionais similares de Gram-negativas (107 UFC.mI™y, de bactérias lacticas (1o%10?
UFC.ml") e de leveduras (10°-10° UFC.mI™") (Fig. 1) (Sanchez er a/, 2000) e valores
médios da acidez livee inferiores a 0,15% de acido tctico {Fig. 2) (Sanchez of o/, 2001; de
Custro of a4/ 2002; Leal-Sanchez ef 2/, 2003; Chamment &f 4/, 2005).

A segunda fase da fermentagio caracterizou-se pelo aumento pronunciado das
bactérias lacticas e das leveduras e o desaparecimento das bucténas Gram-negativas (<10
UFC.mL") (Fig. 1). Entre os 5 e 12 dias de Fermentagio, observou-se a quase duplicagiio
das teores de acidez livre na salmoura das azeitonas da primeira data de colheita (de 0,06
para 0,14% de dcido lactico) e a quadruplicagiv desie pardmetro na salmours
correspondenle & segunda data de colheita (de 0,09 para 0.33%) (Fig. 2}. Este facto esteve
associade ao maior crescimento da populagdo de bacterias lacticas {Fig. 1). o que poderd
estar relacionado com uma snaior disponibilidade de substratos fermentescivets, nesta fase
inicial da fermentagdio, na salmoura dos frutos em estado de maturagdo ais avancada.

A Tigura 1 mostra a evolugiio da populagiio de bactérias lacticas com o tempo de
fermentagio, registando-se uma evolugio linear entre os 12 ¢ 0s 33 dias pury 0s [rutos da
primeira daia de cotheita ()= 0.29x + 0,004; R*=0,067) ¢ enlre 5 ¢ 26 dias de fermentacdo
para as azeitonas da scgunda data de colheita (3= 0,20x + 3,244 | R*=0,989), 0 que revela
laxas de crescimento semelhantes destes microorganismos nos referidos  periodos.
Paralelamente, cntre os 12 & 03 40 dias de fermentacdo, a taxa de acidificagio das duas
salmouras foi similar (0,017% de deido lactico.dia™), atingindo 0,59 e 0,80% de dcido
{actico apds 40 dias de fermentagio nas salmouras dos frutos da primeira ¢ scgunda datas de
colheita, respectivamente (Fig. 2). Os resultados obtidos parecemn indicar que nas salmouras
dos frutos em estado de maturagie menes avangado existe uma menor disponibilidade de
nutrientes fermentesciveis no perfodo inicial da segunda fase da fermentagiio, ou seja, de 5 a
|2 dias, Posteriormente, evolui para um mceio de nulrilive propicio ao desenvolvimento da
microflora lactica (Fig. 1), com a consequente acidificacdo (Fig. 1) ¢ decréscimo de pll
(Fig. 3).
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Figura 1 - Evolugio da flora micrebiana das salmouras durante a fermentagdo de frutes ‘Azciteira’

tipo verde e estilo sevilhane colhidos em final de Setembro () ¢ meados de Outubro
(A): a) Bactérias Gram-negativas; b) Bactérias lacticas, ¢) Leveduras e Fungos.

A acentuada acidificacio do meio iniciada pa primeira fase prolongou-se até que se
registaram valores de aproximadamente pH 4,3, scguindo-se uma diminuigio paulatina
deste pardmetro até aos 54 dias de fermentagio (Fig, 3). Apos 12 dias, a salmoura dos frutos
da primeira colheita apresentou caracteristicas menos acidas (pH:S,Q) do que a salmoura
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Figura 2 - Lvoelugio da acidez livre das salmouras durante a fermentagio de frutos *Azeiteira” tipo
verde ¢ estilo sevilhano cothidos em final de Setembro {71) e meadas de Outubro (4).

dos frutos da colheita mais tardia com um pH 4,5 (Sanchez ef a/, 2001, de Castro ef af,
2002), em que evolugdo da ditima foi similar & fermentagdo considerada mais eficiente por
Chammem et a/. (2005). Na salmoura dos frutos da primeira data de colheita, so apés 26
dias de fermentacio o pH alcangou valores proximos de 4,5. Os valores de pH menas deidos
na salmoura dos frutos da primeira colherta reflectem a evolughio da acidez livre apresentada
na Fig, 2, estreitamente relacionada com a evolugio da populacio de bactérias lacticas (Fig.
1), como foi anteriormente referido, ¢ poderfio também estar associados ao tratamento
alcalino mais prolongade a que estes frutos foram submetidos e a consequente perda de
nutrientes por maior lixiviagio.

Na segunda data de colheita, apds 26 dias de fermentagdio venficou-s¢ o
desaparecimento das bactérias Gram-negativas, coincidinde com uma clevada populacio de
bactérias lacticas (107 UFC.mL ") (Fig. 1) em que alguns géneros poderio ser produtores de
substincias antimicrobianas, como as bacteriocinas (Delgado ¢ a4/, 2003).
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Figura 3 - Evelugdo do pH das salmouras durante a fermentagio de frutos “Azeiteira® tipo verds e
estilo sevithano colhidos em final de Setermbro () ¢ meados de Qutubro ( 4),
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O desaparceimento deste grupo de microorganismos também coincide com valores
médios de acidez livre superiores a 0,5% (Fig. 2) ¢ de pH inferioves a 4,5 (Fig. 3) (Sanchez
et af, 2001; de Castro of af, 2002; Chammem ef 4f,, 2005). Nas salmouras dos frulos da
primeira dafa de colheita, o desaparecimento das buctérias Gram-pegalivas ocorren uma
semana mais tarde, verificando-se as condigdes antericrmente referidas (Figs. 1. 2 ¢ 3). A
redugiiv desta [ase é muito importante na medida em que ¢ nos primeiros dias de
fermentaciio que poderio descncadear-se as alteragdes de origem microbiana (Sdnchez ef
al, 2000, 2001; de Castro ¢z &/, 2002; Leal- Sanchez ef al, 2003).

Na terceira fase, segundo més da fermentagdo, observou-se um predominio das
bactérias laclicas (107 LEC.ml™) relativamente as leveduras (I(Tl UFC.ami™) (Fig. 1) ¢ uma
redugio de (1,5 unidades de pH atingindo, aos 54 dias, valores médios de pH 3.9 e 3,6 nas
saimouras dos Irutos da primeira e da segunda datas de colheita. respectivamente {Fig. 3).

Relativamente ao cloreto de sodio nas salmouras, registou-se a estabilizacdo da
conceniracio em oo de 4%, apds 12 dias de fermentagho (Fig. 4).
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Figura 4 - Evolugdo da concentracio de cloreto de sddio das salmouras durante a fermentagio de

frutos “Azciteira’ tipo verde e estilo sevilhano colhidos em final de Setembro (1) ¢
meados de Outubro (A ).

Nos dois meses de fermentaciio registaram-se valoves de acidez volil inferiores a
(0.3% de acido lictico (dados nio apresenfados). inferiores aos encontrados em amostras
comerciais de diversas cultivares apds 6-7 meses em saliwoura (Montafio e af, 2003),

De uma forma global, a evolucae dos perfis microbioldgico ¢ quimico das salmouras
durante a fermentacio demuonstraram a aplid3o da *Azeitoneira’ para preparagiio de azeitona
de mesa tipo verde cstilo sevilhano. Regislon-se uma maior ¢ mais rapida acidificagdo da
salmoura na fermentagio dos frutos colhidos no cstado de maturagio mas tardio e,
consequentemente, um menor periode de sobrevivéncia das bactérias Gram-negativas, um
dos principais agentes de alteragio doe produto na fasc inicial do processo.

Trabalhos futuros sobre o efeito da data de colbeita na fermentaciio de azeitona e,
Consequcxuemente. na gualidade do produto final, deverfio incluir caracteristicas
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relacionadas com a composicio do frute, nomeadamente o conteudo em glicidos e cm
compostos [endlicos, de forma a obter informagdo sobre os substratos biodisponiveis.
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