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RESUMO

O presente estudo teve por objetivos isolar e identificar leveduras deteriorantes de
azeitonas em conserva comercializadas no Brasil e avaliar a influéncia da concentracao
de NaCl, pH e tipo de acido utilizado na salmoura, no desenvolvimento de uma levedura
deteriorante durante o armazenamento da salmoura. A identificagcdo da levedura isolada
foi realizada com o auxilio do sistema de identificacdo API® 20C AUX (bioMérieux®) e
pela andlise das caracteristicas macro e micromorfolégicas, reprodutivas e fisiolégicas.
Um planejamento fatorial completo para trés fatores, concentragées de sal (4,5% e 5,5%),
pH (3,5 e 4,5), tipo de acido (latico e citrico) foi realizado de forma a estabelecer
eventuais correlagdes entre esses parametros e o crescimento da levedura na salmoura.
Os resultados mostraram que a levedura isolada é da espécie Candida krusei. O pH, o
tipo de éacido e a interagdo destes fatores foram significativos para o controle do
desenvolvimento da levedura na salmoura. A redug¢éo no pH de 4,5 para 3,5 reduziu em 1
log a populagéo de levedura na salmoura acidificada com &cido latico armazenada por 7
dias. Na salmoura acidificada com &cido citrico a reducdo do pH nao influenciou a
populacao de levedura.

PALAVRAS-CHAVE: SALMOURA, AZEITONAS, ACIDOS ORGANICOS,
LEVEDURAS.



ABSTRACT

The aim of the study was to isolate and identify the spoilage yeast of olives brine which is
sold in Brazilian market and to evaluate the influence of NaCl concentration, pH and type
of acid used in the brine, during the development of a spoilage yeast in the storage brine .
The identification of the isolated yeast was performed with the identification system API
20C AUX ® (bioMérieux ®) and the analysis of macro and micromorphological
characteristics, reproductive and physiological tests. A full factorial design for three
factors, concentrations of salt (4,5% and 5,5%), pH (3,5 and 4,5), type of acid (lactic and
citric acid) was performed in order to establish possible correlations between these
parameters and the growth of yeast in brine. The results showed that the isolated yeast is
the specie Candida krusei. The pH, type of acid and the interaction of these factors are
significant in the control of yeast development in the brine. The decrease in pH from 4.5
to 3.5 reduced in 1 log the yeast population in the brine acidified with lactic acid stored for
7 days. In brine acidified with citric acid and lowering the pH did not affect the yeast
population.

KEYWORDS: BRINE, OLIVES, ORGANIC ACIDS, YEASTS.
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1 INTRODUCAO

Desde os primeiros estudos sobre o processo de fermentacdo de azeitonas, a
presenca de diferentes géneros de leveduras tem sido observada. De modo geral, a
populacdao de leveduras aumenta durante a fermentagcéo e atinge a maxima populagéao
em torno de 20 dias, quando passa a decrescer (Quintana et. al, 2003). As mesmas
contribuem de maneira decisiva no sabor caracteristico das azeitonas verdes e ainda séao
mais decisivas nas azeitonas pretas naturais pois representam a microbiota mais
significativa destes produtos (Fernandez et al., 1997; Quintana et al., 2005).

Os géneros Candida, Picchia, Torulopsis, Kluekera, Debaryomyces,
Saccharomyces, Hansenula, sao considerados como 0s mais representativos no
processo fermentativo (Quintana et al., 2005).

Embora as leveduras apresentem um importante papel na fermentacdo de
azeitonas, em muitos casos podem produzir alteragdes indesejaveis, como amolecimento
causado por leveduras de coloracdo rosada do género Rhodotorula ou ainda,
amolecimento e bolhas, causado por leveduras de metabolismo fermentativo (Vaughn et
al., 1972).

As leveduras podem continuar presentes mesmo depois do envase (Quintana et al.,
2003). Sua inibicdo mediante o uso de sorbato de potassio e benzoato de sodio foi
estudada (Marsilio y Cichelli,1992) assim como o emprego de extrato aquoso e éleo
essencial ambos obtidos do alho (Asehraou et al., 1997).

A norma qualitativa aplicavel a azeitona de mesa no comércio internacional assim
como as normas do Codex Alimentarius Commission contemplam o uso dos acidos
sorbicos, &cidos benzbicos e seus sais como conservantes visando estabilizar os
produtos finais (Consejo Oleicola Internacional, 2004).

A capacidade dos acidos lacticos e acéticos em inibir patégenos e leveduras que
podem produzir alteragdes nos alimentos é bem conhecida, entretanto o emprego dos
mesmos pode dar lugar a sabores estranhos (Thomas et al., 2002; Narendranath et al.
2001).

Considerando que a estabilizacdo de azeitonas em salmoura sem o uso de
conservantes seria interessante, este trabalho tem como objetivo estudar a influéncia da
concentracdo de NaCl, de &cido latico ou citrico, do pH no controle do desenvolvimento
de levedura isolada de salmoura de azeitona.
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2 OBJETIVOS

1. Isolar e identificar leveduras presentes nas azeitonas em conserva de consumo no

Brasil;
2. Estudar a influéncia do pH, tipo de acido organico e concentragédo de NaCl no controle

do desenvolvimento das leveduras isoladas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ORIGEM E CULTIVO DA AZEITONA

Acredita-se que a oliveira seja originaria do sul do Caucaso, das planicies altas do
Ira e do litoral mediterraneo da Siria e da Palestina (Teramoto et al., 2010). Nao se sabe
sua origem exata, pois sua histoéria coincide com o desenvolvimento das civilizagdes do
mediterraneo (International Olive Oil Council, 2010).

Entre os séculos 14 e 12 a.C. os fenicios introduziram o cultivo da oliveira no
continente grego, cuja regulamentagdo do plantio ocorreu somente no século 4 a.C.
(Bontempo, 2008).

Gregos e fenicios atravessaram o mar Mediterraneo com as oliveiras entre outros
produtos, negociando com paises como a ltalia, Franca, Espanha e Africa (Veiga, 2009).

A disseminacao da oliveira pelo mediterraneo ocidental, feita pelos gregos, atingiu a
Peninsula Ibérica e o plantio entrou em area que viria a ser Portugal. Contudo os
Romanos também foram grandes agentes do plantio, na sequéncia da conquista da
Peninsula Ibérica no século 2 a.C. e do dominio da provincia da area que viria a ser
Portugal (Teramoto et al., 2010).

A expansao ultramarina nos séculos XV e XVI propiciou um incremento da
extensdo da 4rea de cultivo em novos mercados como Brasil. Durante o periodo do Brasil
colénia era comum encontrar oliveiras proximas as igrejas e capelas. Quando o pais
comegou a apresentar uma pequena producao a familia real ordenou o corte das arvores
com medo que o produto da colbnia concorresse com o da metrdpole portuguesa. Esse
fato impediu que a olivicultura se desenvolvesse no Brasil (Teramoto et al., 2010).

Com o aumento das imigracoes européias apds a 22 Guerra Mundial, as oliveiras
voltaram a ser cultivadas no sul de Minas Gerais pela iniciativa de pequenos produtores
da regido. Porém por falta de técnicos especializados e motivos politicos parte da cultura
deste plantio desapareceu.

Sem producao propria de azeitonas, o Brasil tornou-se dependente da importacédo e
adquiriu entre 2001 e 2005, 11% da produgcdo mundial, para abastecimento do mercado
interno (Barranco, 2008).

Atualmente os estados de Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul estao
produzindo uma pequena quantidade de azeitonas que nao é suficiente para atender a

demanda de consumo brasileira.
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O cultivo das oliveiras requer uma série de cuidados para que se obtenham
resultados satisfatérios na producao. Ventos fortes, frio intenso e correnteza de agua do
degelo sao condi¢gdes que prejudicam o cultivo. Entretanto, baixas temperaturas sao
necessarias no periodo que antecede a floragao (final da primavera).

As azeitonas desenvolvem-se durante todo o verdo e chegam a maturacao verde
entre os meses de marco e abril na Argentina, Chile e Peru, periodo em que todos os
frutos alcangam uma coloragéo verde clara.

A maturacdo completa, reducdo de agucares, acumulo de diversos compostos
aromaticos e consequentes mudancas de cor ocorrem no inverno (Fernandez et al.,
1997).

A coloragao das azeitonas depende das espécies e do grau de maturagao. No inicio
todas sdo verdes, mas a medida que vao amadurecendo a coloragao vai mudando para
tons acastanhados, roxos até atingir a cor preta (esta indica que o fruto encontra-se
maduro).

As azeitonas verdes nao podem ser consumidas logo apds sua colheita, pois sao
muito amargas. Elas precisam passar por um processamento antes de serem utilizadas
ou simplesmente degustadas. Os produtos que se conhecem sdo azeitonas curtidas em
agua e NaCl ou em uma solugéao alcalina.

3.2 CULTIVARES
3.2.1 Arauco

E o principal cultivar na Argentina e é o nome da regido da provincia de La Rioja, no
qual se adaptou com mais facilidade ap6s ser importado da Espanha (Balatsouras, 1996).

O fruto é alongado, com a ponta pronunciada e levemente curvada. Seu tamanho
varia de 125 a 300 frutos/kg e tem um conteddo de 22% a 24% de azeite (Fernandez et
al., 1997).

E utilizada para preparacdo de azeitonas verdes estilo sevilhano, azeitonas de
coloracdo nao uniforme em salmoura e azeitonas pretas temperadas ou ao natural
(Balatsouras, 1996).
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3.2.2 Azapa

E o cultivar mais popular no Chile para o processamento de azeitona de mesa.
Recebeu este nome, pois, refere-se a regido préxima a fronteira peruana no qual foi
inicialmente plantada. Sua polpa e sua pele sédo finas. Seu tamanho médio é de 120
frutos/kg (Fernandez et al., 1997).

3.2.3 Empelire

E a variedade mais antiga da Espanha. Seu nome é oriundo do termo cataldo
empelt, que significa enxerto, pois esta variedade foi obtida através de um enxerto sobre
uma oliveira mais antiga (Olivae, 2004).

O fruto tem formato alongado e assimétrico, com folhas de formato eliptico e sem
curvaturas. E muito apreciado por sua produtividade e pela excelente qualidade de seu
azeite (Heredero e Hernandez, 2006).

Possui um contetdo de azeite em torno de 22% do peso do fruto.

3.2.4 Gordal

Também conhecida como gordal sevilhana, este fruto é cultivado na regidao da
Andaluzia, sobretudo na provincia de Sevilha, na Espanha.

Seu formato é elipsoidal, com uma incisdo na altura do peciolo, que lembra
vagamente a silueta de um coracdo (Balatsouras, 1996).

Possui tamanho médio de 100 - 120 frutos/kg, uma epiderme fina com pontos
brancos, a polpa com uma boa textura e uma coloracéo verde clara que muda para preto-
violaceo quando atinge o estado de maturagdo completa.

O conteudo de azeite é muito baixo, geralmente em torno de 10% do peso do fruto.
Ja o de agucar é muito alto (4% a 6%), o que facilita a fermentagdo, momento em que
adquire uma cor amarelo a dourado. A acidez da salmoura, sem nenhuma intervencao
tecnoldgica chega a mais de 1% (Balatsouras, 1996).

Este cultivar amadurece cedo, resiste bem ao frio, mas é sensivel a seca (Heredero
e Hernandez, 2006). E considerado um dos melhores para processamento do fruto ainda
verde em salmoura devido a qualidade de sua polpa e excepcional caracteristica
sensorial do produto final.
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3.2.5 Manzanilla

Algumas vezes também conhecida por Manzanillo, € o cultivar mais plantado néao
s6 na Espanha préximo ao rio Guadalquivir e zona sevilhana como também nos demais
paises do mundo (Fernandez et al., 1997).

Possui formato parecido com a de uma maga, caracteristica que da nome a
variedade. Tem epiderme fina e resistente ao aparecimento de manchas brancas de
leveduras, polpa ndo susceptivel a deterioracdo gasosa e uma 6étima textura (Fernandez
et al., 1997).

Possui um contetdo de azeite em torno de 15% do peso do fruto e tamanho médio
entre 200 a 280 frutos/kg. A quantidade de agucar é inferior a da Gordal e por esta razao
fermenta com maior dificuldade. A acidez chega a 0,8%, sem intervencdo externa
correspondente a um pH de 4,2 ou mais (Balatsouras, 1996).

Sua coloragao é verde clara, ponteada com ligeiras manchas brancas e muda para
um tom negro violaceo quando atinge seu grau de maturagao (Balatsouras, 1996).

Esta variedade se adapta bem ao frio, tem produtividade elevada e constante. Seus
frutos se destinam tanto a producao de azeite quanto de azeitonas de mesa (Heredero e
Hernandez, 2006).

3.2.6 Picual

Esta € a variedade de azeitona mais cultivada na Espanha. Tem produtividade
elevada e constante. E uma variedade sensivel, mas tolerante ao frio (Heredero e
Hernandez, 2006).

Seu formato é mais pontudo e o tamanho médio é de 270 - 420 frutos/kg. E muito
utilizada para extracdo de azeite, pois possui um conteudo de 23 a 27% de seu peso
(Fernandez et al., 1997).

3.3 PROCESSAMENTO

Deixadas nas oliveiras até atingirem quase seu tamanho ideal, as azeitonas sao
colhidas manualmente, evitando-se machucar, ferir ou romper os frutos. Entdo, sao
transportadas para as industrias em recipientes com capacidade de 20 kg a 500 kg,
constituidos de redes perfuradas, que permitem a aeracao dos frutos, evitando danos a
polpa (Gémez et al., 2006).
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Apls esta etapa, seguem para o tratamento em lixivia que consiste em colocar os
frutos em tanques de fibra de vidro, com uma solucdo de hidroxido de sédio de 2,0% a
5% onde permanecem de 3 a 4 horas, para remocao de boa parte da oleuropeina,
responsavel pelo amargor do fruto ou até se notar que a solugéo alcalina penetrou na
polpa de 2/3 a 3/4 da distancia da pele ao caroco (Carmona et al., 2011; Chorianopoulos
et al., 2005; Cruess, 1973).

Esta verificagao é feita por intermédio da fenolftaleina em solugcédo de 1% de alcool.
Corta-se a polpa da azeitona por uma volta completa no sentido do comprimento, deixa-
se cair uma gota de solugao de fenolftaleina. A parte da polpa atacada pela lixivia fica
com a cor rosea (Cruess, 1973).

Para que a penetracao da lixivia seja homogénea é recomendavel que as azeitonas
dentro dos tanques tenham grau de maturagdo e tamanhos similares (Goémez et al.,
2006).

A lixivia é removida submetendo-se as azeitonas a uma lavagem continua,
mudando a agua dos tanques de 1 a 2 vezes por dia. O término se da quando ndo ha
mais alcali na agua empregada. Isso € observado pingando-se fenolftaleina na agua de
lavagem. Se a alta alcalinidade nao for retirada corretamente, favorecera o
desenvolvimento de bactérias deteriorantes (Luh e Woodroof,1988; Chorianopoulos et al.,
2005).

Os frutos lavados s@o acondicionados inicialmente em uma salmoura a 3%, onde
permanecem durante 7 a 10 dias. Ap6s esse periodo aumenta-se a concentracao da
salmoura entre 5% e 7% onde permanecem durante 7 a 10 dias. Por fim essa salmoura
passa a 8% e 10%. O aumento progressivo das concentragdes visa evitar o enrugamento
dos frutos (Peixoto, 1951; Gomez et al., 2006).

Inicia-se entdo a fermentacdo, que é favorecida pelo aumento de temperatura
resultante da exposicao ao sol. Os locais de fermentacdo relinem condicoes que nao
permitem uma reducdo muito sensivel da temperatura durante a noite. Para evitar
qualquer tipo de fermentagcdo que possa ocasionar uma deterioragdo do produto, os
tanques de fermentacdo devem ser mantidos completamente cheios. Isso € feito com a
adicao de salmoura nova (Peixoto, 1951).

Durante o processo de fermentacao, ocorre uma redugéo na concentracao de NaCl
na salmoura e um aumento da acidez devido a produgao de acido latico pelas bactérias
laticas que consomem os agucares das salmouras de azeitonas. A espécie Lactobacillus
plantarum é predominante no processo fermentativo (Chorianopoulos et al., 2005).
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Além de bactéria latica, as espécies de leveduras Candida boidinii, Candida
diddensiae, Pichia anomala, Pichia kluyveri, Pichia membrana-efaciens e Saccharomyces
cerevisiae foram identificadas no processo de fermentacao das azeitonas (Hurtado et al.,
2008).

O processo de fermentacao completo varia de 3 a 4 semanas, mas pode levar mais
de um ano, dependendo dos fatores intrinsecos pH, atividade de agua, difusdao de
nutrientes da polpa, e dos extrinsecos temperatura, disponibilidade de oxigénio,
concentracao de NaCl e do numero de bactérias laticas presentes (Luh e Woodroof,1988;
Hurtado et al., 2008).

Apds o término da fermentacdo, quando as azeitonas apresentam aroma, cor e
sabor caracteristicos, os frutos sédo lavados para extrair todo o sedimento aderido a eles
(Peixoto, 1951).

Para se adaptar as diferentes formas de apresentagdo comercial, as azeitonas
fermentadas passam por esteiras transportadoras para remogéao dos frutos defeituosos e
por uma série de cabos divergentes em série, para determinagdo do tamanho. A azeitona
cai quando a distancia entre os cabos ¢é igual ao seu didmetro transversal (Gomez et al.,
2006).

Atualmente a maioria das fabricas utiliza seletoras eletrbnicas para remogao das
azeitonas com defeitos (Diaz et al., 2004).

Os frutos classificados sao colocados em barricas plasticas de até 300 kg, onde
recebem nova salmoura de concentracdo de 7% a 12% e sdao mantidos até serem
reembalados.

No envase em vidros, colocam-se as azeitonas classificadas nas embalagens que
sao preenchidas com agua e esvaziadas para que fiquem sem sedimentos aderentes.
Em seguida, os frascos recebem salmoura a uma temperatura entre 79 a 82°C (Luh e
Woodroof,1988). A concentracdo da salmoura pode variar entre 4,5% a 6,0%. Segundo
Cruess (1973), alguns embaladores acidificam a salmoura com 0,2% a 0,5% de &cido
latico. No Brasil é comum os embaladores acidificarem a salmoura com até 0,1% de
acido citrico.

Os frascos sao fechados e pasteurizados. Esse processo dura cerca de 50 minutos
e consiste em um tratamento térmico, no qual o produto é aquecido a 100°C, pré-
resfriado entre 40°C e 50°C e resfriado entre 20°C e 25°C (Souza, 2003).
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3.4 COMPOSICAO DO FRUTO
3.41 Agua

E o principal componente da azeitona de mesa. Representa nos frutos em conserva
uma média de 76,3% do peso do fruto verde e 68,5% do peso do fruto maduro (Lima et
al., 2006).

Essa porcentagem pode diminuir em funcédo do grau de maturacdo do fruto e do
tratamento utilizado para elaboracéo das azeitonas de mesa.

A quantidade de agua presente é responsavel pela forma regular das azeitonas,
devido a membrana citoplasmatica ter uma permeabilidade seletiva e prevenir a
desidratacao e enrugamento (Balatsouras, 1996).

Durante o tratamento com soda, NaCl e as condicbes de anaerobiose, a
permeabilidade seletiva se perde, fazendo com que a polpa retenha o liquido do fruto em
forma de uma sutil membrana em torno das particulas coloidais (Balatsouras, 1996).

As particulas coloidais sdo compostas essencialmente por proteinas, assim, quanto
menor o grau de desnaturagdao maior sera a quantidade de liquido retida pela polpa e
consequentemente melhor sera o tamanho e a aparéncia do fruto tratado. A
desnaturagao das proteinas coloidais por uma geada, devido ao NaCl e a soda tera como
resultado uma azeitona enrugada e ndo apta para o consumo de mesa (Balatsouras,
1996).

3.4.2 Substancias Graxas

O processamento utilizado para elaboracdo das azeitonas de mesa nao influencia
significativamente no teor de lipidios devido a sua insolubilidade em agua e tampouco
influencia no perfil de acidos graxos, dada a resisténcia a oxidagdo dos acidos graxos
monoinsaturados (Malheiro, 2010).

Dentre os acidos graxos presentes nas azeitonas, os acidos oleico, palmitico e
linoleico sao os que se apresentam em maiores quantidades (Oliveira et al., 2010).

Nos frutos verdes em conserva a quantidade de substéncias graxas chega a uma
média a 14,2% e nos frutos maduros em conversa a 20,3% (Lima et al., 2006).
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3.4.3 Acucares

A quantidade de acucares nos frutos varia entre 10% a 20%. Essa oscilagdo é
decorrente da variedade da azeitona, clima, solo, cultivo, estado de maturacéo do fruto,
entre outros (Oliveira et al., 2010).

Os acucares fermentesciveis séo utilizados como substratos pelas bactérias laticas
e leveduras. Seu elevado conteudo no fruto facilita a fermentacdo e melhora a qualidade
organoléptica do produto final. Bolores, bactérias aerdbias e leveduras oxidativas néo se
multiplicam devido as condicbes de processo.

A fermentagdo por bactérias laticas se produz de duas formas: homolatica,
praticamente todos os acgUcares do fruto se convertem a acido lactico por bactérias
homofermentativas e heterolactica, onde ocorre a produgédo de &cido latico, diéxido de
carbono e acido acético ou etanol dependendo do pH das azeitonas (Unal e Nergiz, 2003;
Balatsouras,1996).

3.4.4 Proteinas

Parte das proteinas do mesocarpo das azeitonas é soluvel em agua e o restante
insoltvel. Unal e Nergiz (2003) encontraram ao redor de 1,3% de proteina na polpa de
azeitona que contém aminoacidos indispensaveis a alimentacdo humana e também
necessarios para o crescimento das bactérias lacticas.

A parte hidrossoluvel das proteinas, assim como as outras substancias
hidrossoluveis s@o parcialmente dissolvidas na salmoura sendo substratos para o
crescimento das desejadas bactérias laticas e também dos microrganismos nao

desejaveis (Balatsouras, 1996).
3.4.5 Pectinas

Sé&o constituintes do material de composicao intercelular e se encontram em todos
os tecidos vegetais.

A hidrélise da pectina por meios fisico-quimicos (meio alcalino, aumento de
temperatura), por enzimas exdgenas (microrganismos desenvolvidos em salmoura) ou
por causas enddgenas na polpa durante a fase de maturagdo conduz a uma perda da
tonicidade do tecido que torna o produto inutilizavel.
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Considera-se que o contetdo de pectina do mesocarpo seja de 1,86% a 2,32%. As
enzimas pectinoliticas responsaveis pela desnaturacao da pectina das azeitonas sao as
poligalacturonases e as pectinesterases (Balatsouras, 1996).

3.4.6 Acidos organicos

Na polpa da azeitona estdo presentes os acidos organicos: citrico, succinico,
galacturdnico, latico, malico e tartarico, cuja quantidade total oscila entre 3280 mg a 7088
mg por quilo, segundo a variedade de azeitona e seu estado de maturagdo (Arslan,
2012).

A pasta de azeitona resultante da homogeneizagdo do epicarpo € mesocarpo €
ligeiramente acida, com um pH entre 5,0 a 5,6 (Tanilgan et al., 2007).

Para as azeitonas em salmoura, os acidos organicos criam desde o inicio um meio
acido na salmoura com o qual se previne qualquer desvio do processo normal de
fermentacéo (Balatsouras, 1996).

3.4.7 Polifendis

Os polifendis inibem o crescimento e a atividade de bactérias lacticas nas azeitonas
de mesa, enquanto podem constituir uma fonte de carbono para outros microrganismos
presentes. As azeitonas chegam a apresentar mais de 7% de polifen6is em base seca
(Maestro-Duran et al., 1994).

Nas azeitonas, o polifenol majoritario € a oleuropeina, responsavel pela origem do
sabor amargo (Brenes et al.,1995).

O tratamento mais utilizado para a remocao da oleuropeina é submergir os frutos
em uma solugéo de hidréxido de s6dio com uma concentracao de 1,6% a 2,5% até que
esta atinja 2/3 da polpa. Com este processo, a soda hidrolisa as ligacdes estéricas e
retira 0 amargor da azeitona (Malheiro, 2010).

3.4.8 Vitaminas

Segundo o banco de dados nacional do departamento da agricultura norte
americano (USDA), nas azeitonas em salmoura se encontram: carotenos, percussores da
vitamina A (393 Ul / 100 g), vitamina E (3,81 mg / 100 g), vitamina C (0 mg / 100 g),
vitamina B1 - tiamina (0,021 mg / 100g), vitamina B2 - riboflavina (0,007 mg / 100g),
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vitamina B3 - niacina (0,237 mg / 100g), vitamina B6 - piridoxina (0,031 mg / 100g) e
vitamina K (1,4 ug / 100g).
As vitaminas lipossolUveis praticamente permanecem na polpa até o fim da

elaboragédo enquanto as hidrossolluveis se perdem dependendo da elaboragéo.
3.4.9 Pigmentos

Na polpa das azeitonas estdo presentes pigmentos lipossoluveis como a clorofila a
e b, pigmentos hidrossolluveis como a antocianina e diversos carotendides (Balatsouras,
1996).

A clorofila nao é extraida com a solucao de hidroxido de sédio nem com as
lavagens com agua tampouco com a salmoura que cobre as azeitonas durante a fase de
elaboracdo, envase e comercializagdo (Balatsouras, 1996).

Os carotendides sdo mais resistentes aos distintos tratamentos aos quais as
azeitonas verdes sdo submetidas, mas devido a sua estrutura molecular sdo mais
sensiveis a oxidacao (Balatsouras, 1996).

As antocianinas se encontram somente nos frutos maduros (Maestro-Duran et al.,
1994). Sao sensiveis indicadores de pH ja que mudam de cor segundo o pH da polpa e
da salmoura. Com um valor de pH baixo (3,8 - 4,5) apresentam uma cor purpura que
muda gradualmente para o violeta e para o preto quando o pH alcangca um ponto neutro
(Balatsouras, 1996).

3.4.10 Compostos inorganicos

A polpa da azeitona é rica em componentes inorganicos, predominando o potassio
(20 - 70 mg / 100 g de polpa), seguido do calcio (46 - 59 mg / 100 g de polpa), magnésio
(4 - 5mg /100 g de polpa), ferro (0,2 - 5,5 mg / 100 g de polpa) e fésforo (5 -16 mg / 100
g de polpa) (Lima et al., 2006).

Uma importante quantidade destes minerais se perde durante as distintas fases de
elaboracdo. Somente o contetdo de sodio sofre um aumento devido a adicao de NaCl
em todas as preparacdes comerciais de azeitonas (Unal e Nergiz, 2003).

Contudo, a quantidade de compostos inorganicos que permanecem ao fim do
processo é suficiente para considerar as azeitonas uma boa fonte de minerais para o
organismo humano e para as bactérias laticas que se desenvolvem na salmoura
(Balatsouras, 1996).



22

3.5 DEFEITOS CAUSADOS POR MICRORGANISMOS

Os frutos podem sofrer diferentes tipos de defeitos se a populagcao de microrganismos
nao for bem controlada nas diversas etapas de fermentacao.

Apesar de ndo causarem riscos a saude, alguns destes microrganismos afetam a
qualidade do produto final, alterando as caracteristicas sensoriais das azeitonas e em
alguns casos chegam a promover a perda de até 18% dos frutos (Carmona et. al, 2011).

3.5.1 Pontos brancos

Os pequenos pontos brancos geralmente sao colénias de Lactobacillus plantarum
e Bacillus sp que se desenvolveram durante o processo de fermentacdo e podem
sobreviver ao tratamento térmico. E um dos defeitos mais comuns associados com as
azeitonas processadas. Podem ser encontrados em todos os cultivares e tipos de
azeitona que passam por fermentagéo latica. As azeitonas que resultam com este tipo de
defeito perdem seu valor comercial, mas estao perfeitamente normais e saudaveis em

outros aspectos (Pires e Freitas, 1994).

3.5.2 Amolecimento

A presenca fungos, leveduras e bactérias do género Bacillus podem ser
responsaveis pelo amolecimento de azeitonas (Pires e Freitas, 1994).

Nortje e Vaughn (1953) isolaram de salmoura de azeitonas duas espécies de
Bacillus, B. subtilis e B. pumilus, produtoras de enzimas responsaveis pelo amolecimento
dos frutos.

Balatsouras e Vaughn (1958) isolaram de salmoura de azeitonas 35 espécies de
fungos. Destas 23 eram do género Fusarium e 8 do género Penicillium. Aspergillus,
Geotrichum, Paecilomyces e Verticillium foram representados apenas por uma Unica
espécie. Todas as espécies apresentaram tolerancia a baixo pH, resisténcia ao NaCl,
capacidade de decomposi¢ao de acido e pectina, sendo assim, potenciais agentes de
deterioracéo das azeitonas.

Ferguson et al. (2005), King e Vaughn (1961) atribuiram o amolecimento de
azeitonas a 5 géneros de bactérias pectinoliticas, Aerobacter, Escherichia,
Paracolobactrum, Aeromonas e Achromobacter devido a detec¢cdo da producdo das
enzimas pectinaesterase entre outras que também degradam a pectina.
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Quintana et al. (2003) isolaram das variedades de azeitonas lechina, verdial e
hojiblanca, sete espécies de leveduras, das quais Pichia anomala e Saccharomyces
cerevisiae foram relacionadas com o amolecimento dos frutos em salmoura.

Hernandez et al. (2007) isolaram dos frutos in natura e em salmoura os seguintes
géneros de leveduras: Pichia, Candida, Kluyveromyces, Cryptococcus, Sacharomyces,
Trichosporum, Debaryomyces, Rhodotorula, Torulaspora associados ao amolecimento do
frutos.

Vaughn et al. (1969 e 1972) atribuiram o defeito de amolecimento em azeitonas
pretas as espécies R. minuta e Hansenula anomala (P. anomala).

3.5.3 Olho de peixe e bolsas de gas

Pires e Freitas (1994) caracterizaram o defeito de bolhas e bolsas de gas como
consequéncia do elevado teor de NaCl ou acidez, durante o processo de elaboracédo da
azeitona. Praphailong e Fleet (2007) verificaram que a espécie K. marxianus pode
crescer em concentragdes de NaCl entre 7,5% a 10% e pH 3,0.

A formagao de bolhas ou bolsées na superficie das azeitonas, devido ao acumulo
de gas em seu interior, decorrente da acdo de bactérias gram-negativas dos géneros
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Escherichia e Aeromonas que produzem gas
carbénico e hidrogénio (Borbolla y Alcala et al., 1960).

Vaughn et al. (1972) atribuiram o defeito de formagédo de bolsas de gas em
azeitonas pretas a espécie Hansenula anomala. Fernandez et al. (1997) atribuiram o
mesmo defeito a espécie C. krusei.

O controle da acidificagdo da salmoura e da concentracdo de NaCl ajuda na
prevencgao deste tipo de defeito.

3.5.4 Fermentacao butirica e “Zapatera”

Quando o inicio da fermentagao é retardado e o pH permanece alto, 0 excesso de
manitol e glicose na salmoura favorece o desenvolvimento de bactérias butiricas (Pires e
Freitas, 1994). A acédo destas favorece a produgdo de cheiro e sabor penetrantes e
desagradaveis, tornando os frutos impréprios ao consumo. A acidificagao inicial e o uso
de culturas lacticas contribuem na prevencao dessa alteragédo. Gililland e Vaughn (1943)
identificaram a espécie Clostridium butyricum como causadora da fermentagéo butirica

das azeitonas.
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“Zapatera” pode se desenvolver no final da fermentagéo latica se a acidez nao for
bem controlada (Pires e Freitas, 1994). Neste caso, o desenvolvimento de bactérias
propibnicas, podem causar a decomposi¢cdo do acido latico e um aumento no pH
permitindo o crescimento de Clostridium (Plastourgos e Vaughn, 1957). Kawatomari e
Vaughn (1956) foram os primeiros a associar as especies de Clostridium a este defeito.

Os frutos apresentam um cheiro e gosto peculiares. Quando muito afetadas, as
azeitonas se perdem totalmente, mas se a alteracao for descoberta a tempo, podem ser
salvas acidificando o meio para um pH menor do que 4,0.

3.5.5 Filme de leveduras

E freqliente a presenca do filme de leveduras esbranquicadas com aspecto liso ou
rugoso na superficie da salmoura das azeitonas em conserva. Estes filmes sao
compostos por leveduras oxidativas que oxidam o &cido latico, ocasionando um aumento
de pH que pode contribuir para o aparecimento de microrganismos causadores de
putrefagdo, além de influenciar negativamente as caracteristicas comerciais do produto
(Marsilio e Cichelli, 1992; Pereira et al., 2008).

3.6 LEVEDURAS PRESENTES EM SALMOURAS DE AZEITONAS

Nas salmouras de azeitonas pode se encontrar uma mistura de bactérias, leveduras e
bolores. Algumas dessas leveduras podem ser produtoras de enzimas pectinoliticas e
estar associadas ao amolecimento das azeitonas (Balatsouras e Vaugh, 1958).

Vaugh et al. (1972) isolaram de salmouras de azeitonas acidificadas e com baixo teor
de NaCl, leveduras das espécies Hansenula anomala, Saccharomyces kluyveri e
Saccharomyces oleaginous, produtoras de pectinesterase e poligalacturonase.

Marquina et al. (1992) isolaram 6 géneros de leveduras das salmouras de azeitonas
em Portugal, Candida, Kluyveromyces, Pichia, Rhodoturula, Saccharomyces e
Debaryomyces. A Debaroryomyces pode ocasionar o amolecimento dos frutos durante o
processo de fermentagéo e estocagem (Faid et al., 1994).

Hernandez et al. (2007) isolaram de salmoura de azeitonas acidificadas e com alto
teor de NaCl, os géneros de leveduras Pichia, Candida, Kluyveromyces, Cryptococcus,
Saccharomyces, Trichosporum, Debaryomyces, Rhodoturula, Torulaspora. As espécies
de leveduras predominantes foram P. anomala (22,2%), K. marxianus (16,7%), S.
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cerevisiae (12,5%), C. laurentii (9,7%), T. cutaneum (8,3%), C. maris (6,9%), D. hansenii
(5,6%), R. glutinis (2,8%), T. delbrueckii (1,4%).

As espécies de leveduras D. hansenii, C. rugosa e R. minuta possuem alta atividade
pectinolitica e por isso sdo indesejaveis durante o processo de fermentacdo das
azeitonas verdes. Ja as espécies P. anomala e K. marxianus possuem uma atividade
pectinolitica variada e podem ser utilizadas como culturas iniciadoras nos processos de
fermentagdo bem como podem causar defeitos de amolecimento e formacao de bolsas
de gas (Hernandez et al., 2007).

Pereira et al. (2008) isolaram de salmoura de azeitona acidificada, as espécies C.
krusei (70,8%), C. glabrata (12,5%), G. penicillatum (8,3%), C. boidinni (4,2%) e
Kloeckera ssp (4,2%). A presenca das leveduras patogénicas como C. krusei e C.
glabrata em salmoura pode estar associada a falta de higiene durante o processo de

manipula¢do ou processamento.

3.7 FATORES UTILIZADOS NA CONSERVAGCAO DE AZEITONAS QUE AFETAM O
DESENVOLVIMENTO DE LEVEDURAS EM SALMOURAS

E comum a combinacdo de baixas temperaturas, pH, NaCl e conservantes quimicos
na estabilizagdo de produtos que sao susceptiveis a deterioracdo por leveduras.

O pH e o NaCl tem um efeito sinergético em relacdo ao crescimento das leveduras
deteriorantes a baixas temperaturas. Betts et al. (2000) observaram 6 géneros de
leveduras, Candida, Pichia, Hansenula, Zygosaccharomyces, Saccharomyces e
Debaryomyces. Esta ultima foi a que se mostrou mais tolerante a combinacao dos efeitos
de pH, NaCl e temperatura. A espécie Z. bailii cresceu em 4 dias em salmoura a 8%, pH
5,0 e temperatura de 22°C, mas em salmoura a 6,4%, pH 3,5 e temperatura de 8°C seu
crescimento foi em 22 dias. A espécie C. parapsilosis cresceu em 3 dias em salmoura a
8%, pH 2,5 e temperatura de 22°C, mas em mesmas condigcbes de pH e salmoura,
temperatura de 8°C, ndo houve crescimento.

Betts et al. (2000) verificaram que a baixa temperatura o crescimento das leveduras é
mais lento do que a temperatura ambiente. A fase lag variou entre 15 e 875 horas quando
a temperatura era de 15°C e 1°C, respectivamente.

Lopez et al. (2006) estudaram o efeito da temperatura, concentracdo de NaCl e pH
para a espécie P. anomala. A um valor de pH menor que 4,2 ocorreu um aumento na
fase lag de crescimento, entretanto quando as células estavam adaptadas ao meio, o pH
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nao influenciou seu crescimento. Concentracbes de NaCl maior que 7% e baixas
temperaturas dificultaram o crescimento da levedura.

Vaugh et al. (1972) observaram que as espécies Hansenula anomala,
Saccharomyces kluyveri e Saccharomyces oleaginous, cresceram rapidamente em
salmoura com pH entre 3,0 e 6,5 e teor de NaCl entre 2% e 8%. Ao aumentar o teor de
NaCl para 10% a 16%, houve crescimento somente da espécie Hansenula anomala. O
efeito inibidor do NaCl é potencializado a baixos valores de pH (Balatsouras e Vaugh,
1958).

Praphaloing e Fleet (1997) observaram que as cepas de K. marxianus, mostraram um
crescimento significativo nas concentragcdes de NaCl de 7,5% a 10% e pH 3,0. Ja as
cepas de P. anomala nao apresentaram crescimento a pH 2,0 e auséncia de NaCl, porém
a um mesmo valor de pH e a uma concentracdo de NaCl maior que 2,5% as leveduras
apresentaram crescimento e resisténcia a altas concentragées de NaCl.

Betts et al. (2000) observaram que a espécie de C. guilliermondii, por exemplo,
cresceu em 1 dia em salmoura a 8% e pH 4,5, enquanto, em salmoura a 8% e pH 2,5,
levou 3 dias para ter o mesmo crescimento. A espécie C. parapsilosis cresceu somente
em salmouras a 4,8%, 3,2% e 1,6%, quando o pH era 4, 3,5 e 3,0, respectivamente.

Asehraou et al. (2002) observaram as espécies Lactobacillus plantarum e P. anomala
em salmouras a uma concentragcao de 5% de NaCl, aciduladas com &cido latico, pH entre
4,0 e 5,0 e 0,05% de sorbato. Os resultados mostraram que o uso de sorbato, associado
a um pH 4,0 reduziram a deterioragdo do produto.

O acido sorbico e seus sais tém efeito antimicrobiano em alimentos acidos e pouco
acidos. Na forma de sal (sorbato), atua principalmente inibindo a acao de leveduras e
bolores e parcialmente a acao as bactérias das azeitonas em conserva. O uso maximo
permitido em salmouras de acordo com as normas do Codex é de 0,05% e pode provocar
um escurecimento na salmoura das azeitonas (Marsilio e Cichelli, 1992).

O benzoato de sédio pode ser utilizado para inibir o crescimento de bactérias,
leveduras e bolores com atividades maxima em uma faixa de pH compreendida entre 2,5
e 4,5 (Marsilio e Cichelli, 1992). O uso maximo permitido em salmouras de acordo com
as normas do Codex é de 0,1% e apresenta a vantagem de ser inodoro e incolor.

Arroyo-Lopez et al. (2008) estudaram o efeito do sorbato e &cido sérbico com as
espécies Saccharomyces cerevesiae, Pichia anomala, Issatchenkia occidentalis. O acido
sorbico apresentou um efeito inibidor maior que o acido benzoéico entre um pH 3,5 a 4,0.
A um pH 4,5 o &cido benzobico nao inibiu o crescimento das leveduras mesmo em altas

concentragdes (2500 mg/l). Quando a mistura de sorbato e benzoato era composta por
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menos de 1000 mg/L de &cido sérbico, ndo houve efeito inibidor no crescimento das
leveduras. A espécie Issatchenkia occidentalis, mostrou ser a mais resistente aos efeitos
do sorbato e &cido benzdico.

Quintana et al. (2005) estudaram o efeito dos acidos acético e latico na evolugao do
crescimento das leveduras em salmoura das espécies Pichia anomala, Pichia
membranaefaciens, Pichia minuta, Saccharomyces cerevesiae, Candida diddensii,
Candida famata e Debaryomyces hansenii. Na presenca de &cido acético ocorreu uma
diminuicdo na populacdo de leveduras durante os 30 dias de cultivo, enquanto na
presenca de acido latico a populacao de leveduras permaneceu praticamente inalterada,
havendo um crescimento paulatino com o passar dos dias de cultivo.

Nielsen e Arneborg (2007) estudaram o efeito do acido citrico e pH 3,0, 4,0 € 4,5 no
crescimento e metabolismo anaerdbico das espécies de Saccharomyces cerevesiae e
Zygosaccharomyces bailii. O acido citrico inibiu o crescimento das duas espécies e teve
seu efeito potencializado com o aumento dos valores de pH.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE SALMOURA DE AZEITONAS

Foram obtidas amostras (fornecidas por uma empresa de conservas do estado de
Sao Paulo) de diferentes variedades de azeitonas em conserva de consumo no Brasil:
arauco, manzanilla, gordal, azapa, picual e empeltre. Para o isolamento dos
microrganismos selecionaram-se amostras de salmouras de azeitonas, que se
encontravam armazenadas em barrica e de azeitonas envasadas que apresentavam

perda de vacuo e turvamento da salmoura durante a estocagem (Tabela 1).

TABELA 1 — IDENTIFICAGCAO DAS AMOSTRAS

AMOSTRA VARIEDADE DE AZEITONA

Arauco
Manzanilla
Gordal
Azapa
Empeltre
Picual

MMOO W >

4.2 ISOLAMENTO E CONSERVAGAO DE LEVEDURAS

Retirou-se uma aliquota de 10 ml das amostras de salmoura selecionadas e
realizaram-se diluicbes decimais seriadas (até 1:1000) em solucdo salina 0,85% estéril.
Espalhou-se uma aliquota de 0,1 ml dessas diluicbes na superficie de quatro diferentes
meios de cultura: Agar dextrose batata (PDA - Merck), Agar triptona glicose extrato de
levedura (TGY), apresentado na tabela 2, Agar triptona glicose extrato de levedura
acidificado para pH 3,6 (TGY acidificado), apresentado na tabela 3, ambos, conforme
descrito em Deak (2008) e Agar dicloran com rosa bengala (DRBC - Difco). Incubou-se
as placas por 5 dias a 25°C. Apo6s este periodo, selecionaram-se as col6nias com
diferentes caracteristicas culturais de tamanho, forma, elevacdo, bordos, superficie,
pigmentacao e detalhes dpticos.

Para conservagao das culturas, transferiram-se as coldénias com diferentes
caracteristicas de tamanho, textura, forma, relevo, bordos e pigmentagado para um tubo
de ensaio contendo Agar TGY e incubou-se a 25°C por 72 horas. Os tubos de ensaio
foram armazenados em geladeira a 4°C e a cada 3 meses foram realizados novos

repiques (Figura 1).
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FIGURA 1. Isolamento e conservacao das leveduras

Realizou-se uma observagao microscépica a fresco das leveduras selecionadas
de forma a auxiliar na identificacdo das mesmas em microscopio marca Olympus, modelo
CBA — 213, série 187/41. As dimensdes das leveduras foram determinadas utilizando-se
um disco micrométrico previamente calibrado para a objetiva de 100 aumentos. As
ldminas foram preparadas com culturas das leveduras cultivadas em Agar TGY por 24
horas, sendo 2 l|aminas para cada levedura isolada e em cada lamina foram

determinadas as dimensodes de 5 células de levedura.

TABELA 2 — COMPOSIGAO DO MEIO DE CULTURA TGY

MEIO (g/L)
Glicose 100
Triptona 5

Extrato de levedura 5

Agar 15

TABELA 3 — COMPOSIGCAO DO MEIO DE CULTURA TGY ACIDIFICADO

MEIO (g/L)
Glicose 100
Triptona 5

Extrato de levedura 5

Agar 15

Acido acético glacial 1ml
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4.3 ISOLAMENTO DE BACTERIAS LACTICAS

Retirou-se uma aliquota de 1 ml das amostras de salmoura das azeitonas e
realizaram-se diluicbes decimais seriadas (até 1:100) em tubos de ensaio contendo
solucado salina 0,85% estéril. Transferiu-se uma aliquota de 1 ml para placas de Petri
vazias em duplicata. Adicionou-se cerca de 15 ml de Agar De Man, Rogosa & Sharpe
(MRS - Oxoid) previamente fundido e resfriado a 45°C. As amostras foram
homogeneizadas e ap6s completa solidificagdo do meio de cultura, as placas foram
incubadas a 30°C por 48 horas em jarra de anaerobiose (Oxoid) com sistema de
exaustdo de oxigénio (Anaerogen® — Oxoid), conforme descrito em Downes e lto (2001).
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FIGURA 2. Isolamento de bactérias laticas
4.4 IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS ISOLADAS
4.4.1 Sistema de identificagdo API® 20C AUX (bioMérieux®)

Para a identificacdo das leveduras isoladas utilizou-se o sistema de identificacéo
API® 20C AUX (bioMérieux®).

Para a realizagao do teste, as coldnias isoladas foram previamente incubadas em
meio TGY a 25°C por 24 horas. Com uma alga de inoculagdo estéril uma fracdo da
cultura foi transferida para um tubo de ensaio contendo 5 ml de solucao salina a 0,85%

estéril, de forma a obter uma suspenséo de leveduras com turvagado equivalente a 2 da
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escala McFarland, o que corresponde a 6,0 x 10® UFC/ml. Esta suspensao foi utilizada
para a inoculagdo das galerias do sistema API®20C AUX (bioMérieux®) (Figura 3).
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FIGURA 3. Identificacao das leveduras isoladas

4.4.2 Método Classico

A identificacdo foi realizada através da analise das caracteristicas macro e
micromorfoldgicas, reprodutivas e fisioldgicas de acordo com Kurtzman et al., (2011).

4.4.2.1 Tubo germinativo

Com o auxilio de uma alga calibrada transferiu-se uma pequena fracao da
levedura, previamente cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD), apresentado
na tabela 4, para 0,5 mL de soro fetal bovino. Incubou-se a 37% C por um periodo maximo
de 3 horas. As leituras foram realizadas na 12, 22 e 32 hora de incubacéo. Para efetuar a
leitura, removeu-se uma gota da suspensao e colocou-se em uma lamina de microscopia
estéril, esta coberta com uma laminula também estéril e observou-se a produgcédo ou nao
de tubo germinativo em microscopia 6ptica com aumento de 400X (Almeida, 2009)
(Figura 4).



32

AN

4e( 372C /3h N
- 6 - = ]

\ 2

ASD 0,5ml 0,5ml
soro fetal soro fetal
bovino bovino

FIGURA 4. Teste do tubo germinativo

TABELA 4 — COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA ASD

MEIO (g/L)
Dextrose 40
Peptona 10

Agar 15

4.4.2.2 Microcultivo em laminas

Os aspectos micromorfolégicos das coldnias sdo observados através da técnica
de microcultivo em laminas. Nem sempre estas caracteristicas sdo observadas através
dois meios usuais utilizados na micologia, como o Agar Saboraud, para tanto, utiliza-se o
Agar fubd acrescido de TWEEN 80.

Na realizacdo do teste, uma placa de Petri contendo um suporte e sob este uma
lAmina de microscopia, previamente montada e esterilizada foi utilizada. Sobre a lamina
colocou-se 3 ml de Agar fuba acrescido de TWEEN 80 (Tabela 5), ainda liquido, e
esperou-se solidificar. Em seguida a levedura em estudo fora semeada na superficie do
meio, fazendo-se 3 estrias paralelas. Colocou-se uma laminula perpendicularmente as
estrias. Para evitar a dessecacao do meio de cultura, colocou-se um pedaco de papel
filtro embebido com agua estéril dentro da placa de Petri. A incubacdo deu-se a
temperatura de 25°C a 30°C por um periodo minimo de 3 a 6 dias. A observagdao em
microscopia optica com aumento de 400X (Almeida, 2009), fora realizada a partir do 3°
dia de incubagao para verificacdo da presenca de estruturas fungicas nas colénias de
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leveduras em questdo. Para tanto, colocou-se uma gota do corante lactofenol azul, em

uma lamina de microscopia estéril (Figura 5).
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FIGURA 5. Microcultivo em laminas

TABELA 5 — COMPOSICAO DO MEIO AGAR FUBA

MEIO (g/L)

Farinha de milho amarela 41,6
Agar 12,6

Tween 80 10ml

4.4.2.3 Auxanograma

Para a realizacao dos testes bioquimicos, as coldnias isoladas foram previamente
incubadas em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD), apresentado na tabela 4, a 32°C
por 24 horas. Com uma alga de inoculagao estéril uma fragcdo da cultura foi transferida
para cada tubo de ensaio contendo: 2,0 ml, 1,0 ml e 1,2 ml de solugéo salina a 0,85%
estéril, de forma a obter uma suspensao de leveduras com turvagao equivalente a 5 da
escala McFarland, o que corresponde a 1,5 x 10° UFC/ml. Essas suspensdes foram
utilizadas para a realizacdo dos testes de assimilacdo de carboidratos e de nitratos e
fermentacao de carboidratos, respectivamente (Figura 6).
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FIGURA 6. Auxonograma

4.4.2.3.1 Assimilag&o de fontes de carbono

Utilizou-se o meio basal desprovido de qualquer fonte de carbono, Yeast Nitrogen
Base (YNB - Difco).

Adicionou-se a cada tubo de ensaio 40 mL de meio YNB e autoclavou-se a 121°C
por um periodo de 15 minutos e estocou-se em geladeira por um periodo maximo de 30
dias. No momento da execucao dos testes os tubos foram fundidos e mantidos em banho
Maria a temperatura entre 45°C e 50°C.

Em seguida adicionou-se 1ml do in6culo ao meio e verteu-se em placas de Petri
(150 X 20 mm) anteriormente identificadas de maneira equidistante com os acgucares
(inositol, sacarose, lactose, dulcitol, melibiose, rafinose, raminose, maltose, trealose,
xilose e glicose - controle positivo) a serem testados. Homogeneizou-se 0 meio com o
in6culo através de movimentos suaves de rotacédo da placa.

Apbs a solidificacdo do meio, adicionou-se uma pequena aliquota dos agucares
“in natura’, como fonte de carbono, na superficie do meio utilizando-se de uma espatula
de madeira estéril. Ap6s um periodo de 10 minutos as placas foram incubadas a 30°C
com a face que continha os aglcares voltados para cima por um periodo de 7 dias
(Almeida, 2009) (Figura 7).
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FIGURA 7. Assimilacao de fontes de carbono
4.4.2.3.2 Assimilagao de fontes de nitrogénio

Utilizou-se o meio basal desprovido de qualquer fonte de nitrogénio, Yeast Carbon
Base (YCB - Difco).

Adicionou-se a cada tubo de ensaio 20 mL de meio YCB e autoclavou-se a 121°C
por um periodo de 15 minutos e estocou-se em geladeira por um periodo maximo de 30
dias. No momento da execucao dos testes os tubos foram fundidos em banho Maria a
temperatura entre 45°C e 50°C.

Em seguida adicionou-se 1 ml do inéculo ao meio e verteu-se em placas de Petri
(100 X 15 mm) anteriormente identificadas com os compostos nitrogenados (nitrato de
potassio e peptona) a que foram testados. Homogeneizou-se 0 meio com o inéculo
através de movimentos suaves de rotagéo da placa.

Apobs a solidificacdo do meio, adicionou-se uma pequena aliquota dos compostos
nitrogenados “in natura’, como fonte de nitrogénio, na superficie do meio utilizando-se de
uma espatula de madeira estéril. Apés um periodo de 10 minutos as placas foram
incubadas a 30°C com a face que continha os compostos nitrogenados voltada para cima
por um periodo de 7 dias (Almeida, 2009) (Figura 8).
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FIGURA 8. Assimilacao de fontes de nitrogénio
4.4.2.4 Zimograma

Adicionou-se a cada tubo de ensaio 3 ml de meio basal (Tabela 6), contendo tubo
de Durhan invertido. Autoclavou-se a 1212C por 15 minutos, estocou-se em geladeira. No
momento da execucgao dos testes adicionou-se ao meio 1,5 ml de uma solugéao a 6% dos
acucares (glicose, maltose, sacarose, lactose, galactose e trealose) e homogeneizou-se.
Em seguida retirou-se 0,2 mL da suspensdo da levedura anteriormente preparada (item
4.4.2.3) e semeou-se na superficie do meio. A incubacgao deu-se a 37°C por um periodo
de 10 - 14 dias (Almeida, 2009) (Figura 9).
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FIGURA 9. Zimograma
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TABELA 6 — COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA PARA ZIMOGRAMA

MEIO (g/L)

Azul de bromotimol 0,05
Extrato de levedura 4,5
Peptona 7,5
Etanol a 95% 3ml

4.5 INFLUENCIAS DA CONCENTRAGCAO DE NaCl, pH E TIPO DE ACIDO ORGANICO
NO DESENVOLVIMENTO DE LEVEDURA EM SALMOURA

Selecionou-se uma linhagem de levedura isolada que foi utilizada para avaliar a
influéncia da concentracdao de NaCl, pH, e tipo de acido empregado na salmoura no
desenvolvimento das leveduras. Os acucares utilizados na composi¢cdo salmoura,

definidos de acordo com Quintana et al. (1997), estdo apresentados na tabela 7.

TABELA 7 — AGUCARES UTILIZADOS NA COMPOSICAO DA SALMOURA

ACUCARES (mg/L)
Glicose 181
Frutose 109
Manitol 63

Sacarose 179

Para a realizagdo dos experimentos foi empregada a metodologia do
planejamento fatorial, onde foram avaliados 3 fatores: teor de NaCl, pH e tipo de &cido
empregado na salmoura. Cada varidvel foi estudada em 2 niveis de acordo com um
planejamento fatorial completo 2° totalizando 8 experimentos, que foram repetidos em 3
blocos (BRUNS et a.l, 1995). A tabela 8 apresenta o0s niveis de cada variavel
independente e a tabela 9 as condigdes dos 8 experimentos. Como variavel dependente,
foi determinada a populacao de levedura nas salmouras no tempo 0 e a cada 07 dias,
totalizando 28 dias de incubacgao.

TABELA 8 — VARIAVEIS INDEPENDENTES E NiVEIS ESTUDADOS

Niveis
Variaveis Variaveis 1 1
independentes Codificadas
% NaCl Xi 4,5 55
pH Xz 3,5 4,5

Acido X3 latico citrico
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TABELA 9 — ENSAIOS SEGUNDO O PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2°

. (X)) (X2) (Xs)

Experimento % NaCl pH Acido
31 45 3,5 citrico
P 5,5 3,5 citrico
33 4.5 4,5 citrico
S4 5.5 4,5 citrico
S5 4.5 3,5 latico
6 5.5 3,5 latico
S7 45 45 latico
S8 5.5 45 latico

4.5.1. Preparo do in6culo de levedura

Com uma alca de inoculagao estéril uma fracdo da cultura de levedura isolada,
armazenada a 4°C, foi transferida para um tubo contendo agar TGY e incubada a 32°C
por 24 horas. Apds esse periodo, uma nova fragao da cultura foi transferida para um tubo
de ensaio com 10 mL de caldo TGY e incubada a 32°C por 24 horas. Centrifugou-se o
meio de cultura com crescimento da levedura em centrifuga (Fanem®, modelo 206 — R),
na rotacdo maxima de 5000 rpm por 30 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o
sedimento de levedura foi lavado com 5,0 ml de solugao salina 0,85% estéril. Repetiu-se
o procedimento de lavagem e centrifugacao por mais 2 vezes.

Acrescentou-se 5,0 ml de solucdo salina 0,85% estéril ao sedimento de levedura e
transferiu-se uma aliquota de 1 ml para 9 ml de solucdo salina a 0,85% estéril. Essa
suspensdo foi utilizada como inéculo das salmouras. A concentragdo desse indculo

(cerca de 10° UFC/mL) foi determinada conforme descrito no item 4.5.3.
4.5.2. Cultivo da levedura em salmoura

Utilizou-se 0,1 ml da suspenséo de levedura, preparada conforme descrito no item
4.5.1, para inocular 10 ml de cada salmoura, em tubo de ensaio, cujo teor de NaCl, pH e
tipo de acido, foram estabelecidos de acordo com o planejamento fatorial (Tabela 9).

Os tubos de ensaio com as salmouras inoculadas foram incubados a 32°C por 28
dias. Em intervalos de 7 dias foram retiradas amostras dos diferentes tubos de ensaio

para quantificagdo da concentragdo de levedura.
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4.5.3. Quantificacdo da levedura

Retirou-se uma amostra de 1,0 mL da suspensao de levedura em salmoura e
dilui-se em 9,0 mL de solucao salina 0,85% estéril. A partir desta suspenséo realizou-se
10 diluicbes seriadas que foram semeadas em triplicata.

Espalhou-se com a algca de Drigalski, uma aliquota de 0,1 ml de diluicdes
adequadas na superficie do agar TGY e incubou-se as placas por 48 horas, a 32°C. O
nuamero de unidades formadoras de colbénias (UFC) foi determinado nas placas contendo
entre 30 e 300 colbnias e os resultados expressos em log UFC/ml.

4.5.4. Analise estatistica
Para avaliagdo dos resultados realizou-se a analise de variancia, utilizando-se o

software Minitab™ (Minitab, Inc. State College, EUA), versdo 15. Foram considerados
significativos os efeitos dos fatores com p-valor < 0,1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DE LEVEDURA

A tabela 10 apresenta o crescimento das leveduras presentes nas amostras de
salmouras de azeitonas comerciais, nos 4 meios de culturas utilizados.

TABELA 10 — CRESCIMENTO DE LEVEDURA EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

AMOSTRA PDA? TGY? TGY ac? DRBC?
A ++ +++ +++ ++
B ++ +++ +++
C ++ +++ ++4
D ++ +++ +++
E ++ +++ +++ -

2 crescimento: - sem crescimento; ++ crescimento moderado; +++ crescimento abundante

Observa-se na tabela 10 que os meios TGY e TGY acidificado proporcionaram o
maior crescimento de leveduras a partir de amostras de salmouras de azeitonas.

Por outro lado, o meio DRBC ndo se mostrou adequado para o isolamento de
leveduras enquanto o meio PDA apresentou um numero moderado de colbénias, mas

inferior ao meio TGY.

A partir destes resultados, selecionou-se o meio TGY para o isolamento e
multiplicacdo das leveduras.

5.2 ISOLAMENTO DE BACTERIA LATICA

Nao foi detectada presenca de bactéria latica em todas as amostras de salmoura de
azeitonas comerciais avaliadas.
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A tabela 11 apresenta as caracteristicas morfolégicas das colbnias isoladas de diferentes amostras de salmoura de azeitonas e as

dimensdes das leveduras. Foram isoladas 22 colbnias, separadas em 8 grupos, segundo suas caracteristicas morfologicas.

TABELA 11 — CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DAS COLONIAS DE LEVEDURAS E DIMENSOES DAS CELULAS

Isolado Produto Tamanho (um) Forma Relevo Bordos Textura Pigmentacéo
17 E (4,6%0,6) x (6x1) Circular Chata Inteira Lisa Branca
19 B (3,6£0,9) x (5+1) Circular Chata Inteira Lisa Branca
20 E (4£2) x (8%1) Circular Chata Inteira Lisa Branca
21 E (4,0+0,7) x (5,6£0,6) Circular Chata Inteira Lisa Branca
22 C (4,8+0,8) x (9%1) Circular Chata Inteira Lisa Rosa
12 D (1£0) x (7£2) Circular Chata Inteira Lisa Rosa
2 A (3,8+0,4) x (6x1) Irregular Elevagao Ondulado Rugosa Branca
3 A (4,4+0,6) x (6x2) Irregular Elevacao Ondulado Rugosa Branca
4 B (5+0) x (5,6%0,9) Irregular Elevacao Ondulado Rugosa Branca
6 B (4%0) x (82) Irregular Elevacao Ondulado Rugosa Branca
13 D (4£1) x (6£2) Irregular Elevacao Ondulado Rugosa Branca
1 A (30) x (7%1) Irregular Elevacao Ondulado Rugosa Rosa
8 C (4,6+0,6) x (8x1) Irregular Elevacao Ondulado Rugosa Rosa
16 E (3,2£0,5) x (3,840,8) Irregular Elevacao Ondulado Rugosa Rosa
10 C (4+1) x (10£1) Irregular Convexa Ondulado Rugosa Branca
14 E (5%1) x (7£2) Irregular Convexa Ondulado  Rugosa Branca
5 B (4£1) x (7£3) Irregular Convexa Ondulado  Rugosa Rosa
9 C (4,2+0,8) x (13x1) Irregular Convexa Ondulado Rugosa Rosa
11 C (4£0) x (8,2+0,8) Irregular Convexa Ondulado  Rugosa Rosa
15 E (4,2+0,5) x (6£2) Irregular Centro saliente Ondulado Rugosa Borda branca centro rosa escuro
7 B (3,6+0,9) x(4,8£0,5) Irregular Centro saliente Ondulado Rugosa Rosa
18 C (6+2) x (12+2) Irregular Centro saliente Ondulado Rugosa Rosa

Lente de imersdao EA100
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5.4 IDENTIFICAGAO BIOQUIMICA DAS LEVEDURAS
5.4.1 Sistema de identificagdo API® 20C AUX (bioMérieux®)

Os resultados obtidos da identificacdo bioquimica das leveduras, utilizando o
sistema API® 20C AUX (bioMérieux®) estdo apresentados na tabela 12.

TABELA 12 — LEVEDURAS IDENTIFICADAS

ISOLADO IDENTIFICACAO
3 Candida krusei ou Candida incospicua
6 Candida krusei ou Candida incospicua
7 Candida krusei ou Candida incospicua
9 Candida krusei ou Candida incospicua
12 Candida krusei ou Candida incospicua
13 Candida krusei ou Candida incospicua
14 Candida krusei, ou Candida incospicua
19 Candida krusei ou Candida incospicua
22 Candida krusei ou Candida incospicua

5.4.2 Método classico

Os resultados obtidos no teste do tubo germinativo foram negativos para os
isolados analisados. A produgédo de tubo germinativo € presuntivo para a espécie de
Candida albicans. Considera-se o tubo germinativo positivo quando ha produgédo de um
filamento fino, cilindrico, originado de um blastoconidio da levedura, no qual ndo se
observa nenhuma zona de constricdo, quer na base ou ao longo de sua extensao.

Os resultados obtidos no teste de microcultivo em laminas foram positivos para os
isolados analisados. Consideram-se 0s resultados positivos quando as leveduras
incubadas em um meio com Agar fubd e Tween-80 apresentam a capacidade de
filamentar, formando pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras com blastoconidios e
ramificados. De acordo com as caracteristicas micromorfolégicas diferenciadas das

estruturas filamentosas, pode-se sugerir a espécie de levedura.
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Na tabela 13 sdo apresentados os resultados obtidos no auxonograma em relacdo a capacidade da levedura assimilar os
carboidratos. Quando esta assimilou o carboidrato, observou-se a formacao de halo ao redor da fonte de carbono. Somente ao redor da
glicose houve crescimento em todos os isolados.

TABELA 13 - ASSIMILACAO DE FONTES DE CARBONO

ISOLADO CARBOIDRATOS

Glicose® Inositol® Sacarose® Lactose® Dulcitol® Melibiose® Rafinose® Raminose® Maltose® Trealose® Xilose® Celobiose®

+
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]
]
]
]
]
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]
]
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& assimilagao de carbono: - sem crescimento; + crescimento
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Na tabela 14 sdo apresentados os resultados obtidos no auxonograma em relacéao
a capacidade da levedura assimilar fontes de nitrogénio. Quando o isolado assimilou a
fonte de nitrogénio, observou-se a formagao de um halo ao redor do isolado em analise.
Em todos os isolados houve formacao de halo somente na presenca de peptona.

TABELA 14 - ASSIMILAGAO DE FONTES DE NITROGENIO

ISOLADO PEPTONA® NITRATO DE POTASSIO (KNO3) ®

+
1

+ + 4+ + A+ A+ A+ o+
1

R EEIFFRBNIBOONO O N

22 + )

& assimilagao de nitrogénio: - sem formacao de halo; + formacéo de halo

Os resultados obtidos no zimograma estao apresentados na tabela 15. Todos os
isolados em andlise ndo apresentaram habilidade para fermentar nenhum dos agucares,
pois ndo houve presenca de bolhas no interior do tubo de Durham, indicando que nao

ocorreu a produgao de CO,.
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TABELA 15 — FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS

CARBOIDRATOS

ISOLADO — - 5SE" [ACTOSE® TREALOSE® RAFINOSE® SAGAROSE® MALTOSE®

++++++++++++ o+
1
1
1
1
1

NEZEIIEBNISCENO I RGN

22

+
]
]
]
]
]

 producdo de gas: - auséncia de bolhas; + presenca de bolhas

Através dos resultados obtidos da identificagcdo bioquimica das leveduras,
utilizando o sistema API® 20C AUX (bioMérieux®) e apresentados na tabela 12, verificou-
se que as leveduras presentes em salmouras de azeitonas tendiam entre as espécies
Candida krusei ou Candida incospicua. Para uma melhor definicao dos resultados
realizou-se testes complementares.

De acordo com Spolidorio et al. (2009) a utilizacdo de um Unico teste para
identificacdo de espécies de Candida nao é efetivo. Devem-se utilizar métodos
fenotipicos combinados para melhor identificacdo do género.

Segundo Land et al. (1979) o sistema API 20C para identificacdo de leveduras
nao é suficiente para separar Candida krusei, Candida lipolytica e T. capitatum porém
quando combinado a identificagdo microscopica da morfologia atinge 97% de correlagao
com métodos rapidos convencionais.

A formacéao de tubo germinativo ocorre em algumas espécies do género Candida
e é considerado padrao para identificacdo de Candida albicans (Spolidorio et al. 2009).
Nos isolados analisados, todos os resultados para tubo germinativo foram negativos e a
identificacao da espécie como Candida albicans foi descartada.



46

No teste de microcultivo em laminas nao foram observados clamidioconideos nem
artroconidios, o que também descaracterizou a presenca de cepas de Candida albicans
(Ribeiro, 1997).

De acordo com os resultados obtidos nas caracteristicas micro e macro
morfolégicas das col6nias, bem como os teste bioquimicos de assimilacdo de fontes de
carbono e nitrogénio e fermentacao de carboidratos nos levam a inferir que a espécie de
candida isolada de salmoura de azeitona era Candida krusei.

Segundo Hayford e Jacobsen (1999) as colénias da espécie Candida krusei
caracterizam-se por serem planas, com cor branca a acinzentada, bordos irregulares e
com formacdo de uma pelicula rastejante quando cultivadas em caldo e crescimento a
37°C.

Fernandez et al. (1997) isolou a espécie Candida krusei de azeitona preta natural
e atribuiu a ela o defeito de formagao de bolsas de gas nos frutos.

Pereira et al. (2008) isolou a espécie Candida krusei de salmoura de azeitona
proveniente de produtos adquiridos no mercado comercial e de produtores agricolas. Em
70,8% das amostras analisadas, essa levedura foi predominante.

5.5 INFLUECIA DA CONCENTRAGCAO DE NaCl, pH e TIPO DE ACIDO NO
DESENVOLVIMENTO DE LEVEDURA EM SALMOURA

Para o estudo da influéncia dos fatores NaCl, pH e acido foi utilizado somente um
isolado, ja que todos os isolados foram identificados como da mesma espécie.

A populagéo da levedura isolada, nas diferentes salmouras ao longo de 28 dias de
incubacao a 32°C estao apresentadas nas tabelas 16, 17 e 18 respectivamente.

A concentracgao inicial de levedura nas salmouras dos conjuntos de experimentos
apresentados nas tabelas 16, 17 e 18, foram respectivamente 4,86, 4,93 e 4,99 log

ufc/ml.
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TABELA 16 — POPULAGCAO DA LEVEDURA EM SALMOURA (LOG UFC/ml) DURANTE
28 DIAS DE CULTIVO NO EXPERIMENTO 1

Experimento 1 . . Log ufc/ml . .
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
S1 5,10 4,38 4,69 4,89
S2 5,38 5,26 4,93 4,87
S3 5,08 5,45 5,29 5,39
S4 4,97 4,82 4,12 4,95
S5 3,96 4,31 5,17 3,81
S6 3,13 4,83 4,48 3,18
S7 4,10 4,02 4,05 5,13
S8 5,31 5,19 5,04 5,10

TABELA 17 — POPULACAO DA LEVEDURA EM SALMOURA (LOG UFC/ml) DURANTE
28 DIAS DE CULTIVO NO EXPERIMENTO 2

Experimento 2 . . Log ufc/ml . .
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
S1 5,23 5,34 5,12 5,20
S2 4,94 5,38 4,60 5,20
83 5,33 5,32 3,41 5,29
S4 3,95 3,64 3,22 3,54
S5 3,33 5,42 3,91 3,92
S6 3,57 4,58 3,61 3,55
S7 5,34 NQ* 5,22 4,60
S8 4,09 4,96 5,11 5,19

*NQ: nao quantificado
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TABELA 18 — POPULAGAO DA LEVEDURA EM SALMOURA (LOG UFC/ml) DURANTE
28 DIAS DE CULTIVO NO EXPERIMENTO 3

Experimento 3 . . Log ufc/ml . .
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
S1 5,20 5,05 4,58 5,04
S2 5,45 5,17 5,33 5,10
S3 5,37 5,15 5,24 5,33
S4 5,48 5,42 5,60 5,19
S5 5,42 3,20 5,05 3,65
S6 3,68 3,61 5,42 5,06
§7 5,60 5,38 5,41 5,13
S8 5,36 5,35 5,40 5,57

TABELA 19 — MEDIA DA POPULAGAO DA LEVEDURA EM SALMOURA (LOG UFC/ml)
DURANTE 28 DIAS DE CULTIVO

Experimento . . Log ufe/ml . .

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
St 5,2+0,1 4,9+0,5 4,8+0,3 5,0+0,2
S2 5,310,3 5,3+0,1 5,0+0,4 5,1+0,2
S3 5,3+0,2 5,310,2 4,641 5,310
S4 4,8+0,8 4,610,9 4,31 4,610,9
S5 4,241 4,31 4,740,7 3,8£0,1
S6 3,5+0,3 4,3+0,6 4,5+0,9 3,941
S7 5,0+0,8 4,71 4,910,7 5,010,3
S8 4,9+0,7 5,2+0,2 5,2+0,2 5,3+0,3

Nas figuras de 10 a 13 estédo representadas as populagdes médias de levedura a
uma mesma concentracdo de NaCl (4,5% ou 5,5%), € um mesmo pH (3,5 ou 4,5), com
variacao do tipo de 4cido (latico e citrico) durante os 28 dias de incubacao.
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Na figura 10, observa-se o efeito do tipo de acido para uma salmoura a 4,5% de

NaCl e pH 3,5 durante os 28 dias de cultivo.
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FIGURA 10. Populacdo média da levedura em salmoura a 4,5% de NaCl e pH 3,5 (log
ufc/ml) durante 28 dias de cultivo

A populagédo de leveduras em salmoura a 4,5% de NaCl e pH 3,5 quando

acidificada com &cido latico apresentou valores significativamente menores (p < 0,05)

quando comparado com a salmoura acidificada com acido citrico durante os 28 dias de

incubagéo (Figura 10).

Na figura 11, observa-se o efeito do tipo de acido para uma salmoura a 5,5% de
NaCl e pH 3,5.
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FIGURA 11. Populacdo média da levedura em salmoura a 5,5% de NaCl e pH 3,5 (log
ufc/ml) durante 28 dias de cultivo
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A salmoura a 5,5% de NaCl e pH 3,5 quando acidificada com acido latico
apresentou valores da populagdo de leveduras significativamente menores (p < 0,05)
quando comparado com a salmoura acidificada com &cido citrico durante os 28 dias de
incubacéo (Figura 11).

Na figura 12, observa-se o efeito do tipo de acido para uma salmoura a 5,5% de
NaCl e pH 4,5.
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FIGURA 12. Populacdo média da levedura em salmoura a 5,5% de NaCl e pH 4,5 (log
ufc/ml) durante 28 dias de cultivo

O tempo de incubacao nao influenciou significativamente (p > 0,05) a populagéao
de leveduras nas salmouras a 5,5% de NaCl e pH 4,5, acidificadas com acido latico e
acido citrico (Figura 12).

Na figura 13, observa-se o efeito do tipo de acido para uma salmoura a 4,5% de
NaCl e pH 4,5.
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FIGURA 13. Populagdo média da levedura em salmoura a 4,5% de NaCl e pH 4,5 (log
ufc/ml) durante 28 dias de cultivo
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A populagdo de leveduras em salmoura a 4,5% de NaCl e pH 4,5 quando
acidificada com acido latico nao apresentou valores significativamente diferentes
(p > 0,05) quando comparado com a salmoura acidificada com acido citrico durante os 28
dias de incubacgao.

Em resumo, durante o armazenamento, a influéncia do tipo de &cido foi verificada
apenas nas salmouras com pH 3,5. Esse comportamento foi observado tanto nas
salmouras a 4,5% de NaCl como nas salmouras com 5,5% de NaCl (Figuras 10 e 11).

Quintana et al. (2005) também verificaram um efeito inibidor do acido latico para
um pH 3,5. A concentracdo de NaCl a esse valor de pH e também para pH 4,0 nao teve
efeito sobre a populacéo de levedura.

Por outro lado na salmoura com pH 4,5 o uso de acido latico ou o uso de acido
citrico ndo apresentou valores significativos (p >0,05) na populacdo de leveduras em
salmoura. Esse comportamento foi verificado tanto na salmoura a 4,5% de NaCl como na
salmoura com 5,5% de NaCl (Figuras 12 e 13).

Verificou-se que o tempo né&o influenciou significativamente (p>0,05) a populagéao
de levedura da salmoura, apdés a andlise de variancia realizada. Pode-se dizer que a
populacao de leveduras ficou praticamente constante durante os 28 dias de cultivo para
todos os ensaios realizados.

A partir dos valores da populagdo de levedura, tabela 16, foram calculados os
efeitos dos fatores avaliados na populagdo das leveduras, durante 28 dias de cultivo a
32°C, que estado apresentados na tabela 20.
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TABELA 20 — EFEITO DOS FATORES PARA A LEVEDURA DURANTE 28 DIAS DE
CULTIVO

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

Termo Efeito p-valor Efeito  p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor

Xy (NaCl) -0,31 0,237 0,04 0,885 -0,02 0,941 -0,07 0,723

Xz (pH) 0,46 0,086* 0,23 0,401 0,01 0,954 0,57 0,012

Xz (&cido) 0,71 0,012* 0,40 0,166 -0,14 0,649 0,50 0,025*

X1 Xz 003 0890 0,14 0602 000 099  -0,14 0,480
(NaCl.pH)

Xy Xa
Lo -0,20 0,465 -0,06 0,838 -0,30 0,152
(NaCl.acido) 012 0633

X2 X3 (pH.4acido) -0,65  0,021* -0,36 0,202 -0,41 0,205 -0,68 0,004*

X1 X2 X3

Lo - 247 -0,36 0,206 -0,24 0,442 -0,24 0,246
(NaCl.pH.acido) 0,300,

*Efeitos com p-valor <0,1 foram considerados significativos

De acordo com a tabela 20, s&o significativos, em 7 e 28 dias de cultivo, os efeitos
do pH e &cido e as interagdes entre a pH e acido.

Quintana et al. (2005) também observaram que o efeito do acido e do pH séo
significativos no desenvolvimento de levedura em salmoura de azeitonas. Ja Lopez et al.
(2006) verificaram que eram significativos (p < 0,05) no crescimento das leveduras os
efeitos da temperatura e teor de sal.

Em 14 dias e 21 dias de cultivo ndo foram significativos os efeitos do pH e acido e
tampouco suas interagoes.

Durante os 28 dias de cultivo o efeito do NaCl nao foi significativo (p > 0,05).

Betts et al. (2000) verificou um efeito sinérgico entre a concentracdo de NaCl e a
temperatura de incubagdo em relacdo ao crescimento de leveduras em salmoura. O
tempo de crescimento das leveduras aumentou com a reducao de temperatura (22°C a
12C), o aumento da concentragdo de NaCl (0,5% a 10%) independente do valor de pH.

Com 7 dias de cultivo o uso de acido latico a um pH 3,5 mostrou ser mais eficiente
na reducdo a populacdo de levedura quando comparado ao acido citrico a um mesmo
pH. A um pH 4,5 o tipo de acido praticamente nao influenciou a populagédo de levedura,
conforme j& discutido anteriormente (Figura 14).
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Figura 14. Interacéo entre o pH e acido para a populagao de levedura no 7° dia de cultivo.

O mesmo comportamento foi observado nas salmouras armazenadas por 28 dias
(figura 15). Em pH 3,5, a populacdo média de levedura nas salmouras acidificadas com
acido latico era cerca de 1,5 log ufc/ml menor que nas salmouras com pH 4,5. Por outro
lado a variagdo de pH nas salmouras acidificadas com &cido citrico ndo influenciou

significativamente a populacao de levedura.
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Figura 15. Interacdo entre o pH e &cido para a populacdo de levedura no 28° dia de
cultivo.

Os &cidos citrico e latico podem exercer sua atividade antimicrobiana devido a
reducado do pH do meio e da agdo da forma nao dissociada, que tem capacidade de

atravessar a membrana celular e afetar o metabolismo dos microrganismos. Essa
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permeabilidade esta relacionada com o tamanho e o carater hidrofébico da molécula
(Viola, 2006).

O &cido latico € capaz de atravessar a membrana celular dos microrganismos em
seu estado ndo dissociado e dissociar-se no interior da célula, produzindo ions H* que
diminuem o pH da célula. A célula, ao tentar manter o pH constante, elimina prétons e faz
com que haja um gasto energético maior, reduzindo o crescimento microbiano. Por sua
vez os anions RCOO - do acido, impedem a sintese de DNA fazendo com que a proteina
nao se replique (Bellaver e Scheuermann, 2004).

A eficacia dos &cidos organicos puros € resultado da concentracao, do pKa
(potencial de dissociagao) e da capacidade de quelagéo dos acidos. O pKa representa o
valor de pH do meio em que um acido monocarboxilado se encontra 50% dissociado. O
acido latico apresenta valor de pka 3,86 e o acido citrico pka 3,09, 4,74 e 5,41 (Gava et
al, 2008).

Para um valor de pH 3,0, 86,6% do acido latico esta na sua forma nao dissociada
enquanto que o &cido citrico apresenta 53% de sua forma nao dissociada. Ja a um valor
de pH 4,0, 39,2% do &cido latico esta na sua forma nao dissociada e o acido citrico
18,9%.
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6 CONCLUSOES

A levedura deteriorante isolada de salmoura de azeitona foi identificada como
Candida krusei.

Existe uma interagdo significativa entre o pH e o tipo de acido utilizado na
salmoura de azeitona. O &cido latico apresentou maior efeito inibidor em relagéo ao acido
citrico, em pH 3,5. Em pH 4,5 nao houve diferenga entre os acidos com relagdo ao grau
de inibicdo das leveduras.

A variacao da concentracdo de NaCl de 4,5 para 5,5% nao apresentou efeito no
controle do desenvolvimento de Candida krusei em salmoura de azeitona durante os 28
dias de cultivo.
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