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RESUMO

A fermentacéo latica de tomate-indUstria ndo amadurecido (TV) configura uma alternativa
tecnologica para a valorizacéo de frutos descartados em grandes quantidades no campo e cujo
aproveitamento € nulo. Por outro lado, assiste-se ao crescente interesse na investigacdo de
ingredientes/alimentos fermentados de origem vegetal de elevada bioatividade, entre outras
propriedades biolégicas e funcionais com reconhecido impacto na sadde humana. Com o
objetivo de selecionar estirpes de bactérias do acido latico (BAL) como potenciais culturas
starters na fermentac@o de TV, procedeu-se ao isolamento, caracterizac@o e identificacdo da
microbiota latica do TV, bem como de estirpes da colecdo do INIAV aptas para a fermentacdo
desta matriz. Os géneros predominantes na microbiota do fruto foram identificados como
Lactiplantibacillus, Leuconostoc e Weissella (identificacdo bioquimica e molecular). Estirpes de
BAL selecionadas (duas aléctones e sete autdctones) foram testadas quanto a sobrevivéncia em
condic¢des do trato gastrointestinal humano, simuladas in vitro (pH 2,5 e sais biliares), e face a
adicao de solanina (200 ppm). Apenas as espécies Weissella paramesenteroides aldctone e
Lactiplantibacillus plantarum autdctone exibiram potencial probidtico in vitro. Todas as estirpes
revelaram tolerdncia a presenca de solanina. A fermentagdo controlada de TV,
independentemente da estirpe inoculada e da adicdo de NaCl (2,5%), revelou-se sempre
vantajosa face a fermentacdo natural (espontanea) porquanto acelerou o processo fermentativo
e promoveu o desenvolvimento consistente de perfis sensoriais aceitaveis. A utilizacdo das
estirpes selecionadas Weissella paramesenteroides e Lactiplantibacillus plantarum como starters
(per se) produziu fermentados com potencialidades probiéticas (contagens > 7 log UFC/mL ao
final de 14 dias) e sensorialmente aceites (aroma, aparéncia e sabor). A qualidade sensorial, a
composicao antioxidante (acidos fendlicos e flavonoides) e a perspetiva de caracter probittico
validam esta estratégia na obtencéo de um ingrediente base com vista a formulacdo de alimentos

funcionais (molhos e temperos).

Palavras-chave: tomate-industria ndo amadurecido; fermentacdo latica; bactérias do

acido latico; potencial probiético; Weissella paramesenteroides; Lactiplantibacillus plantarum.
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ABSTRACT

The lactic fermentation of unripe green tomato (TV) is a technological alternative to add
value to these unused low-valued fruits left in large quantities in the fields. Besides, there is a
growing interest in fermented products of vegetal origin, mainly due to their high bioactivity,
among other important biological and functional properties. To select lactic acid bacteria (LAB)
strains as potential starters in the fermentation process, strains from TV lactic flora and the INIAV
bacterial collection were isolated and characterized. Biochemical and molecular identification
identified the predominant LAB genera in TV microbiota as Lactiplantibacillus, Leuconostoc, and
Weissella. Selected LAB strains (two allochthonous and seven autochthonous) were tested for
survival in human gastrointestinal tract conditions (pH 2.5 and bile salts, simulated in vitro) and
tolerance to threshold concentrations of solanine (200 ppm). Only allochthonous Weissella
paramesenteroides and autochthonous Lactiplantibacillus plantarum exhibited probiotic potential
in vitro. All strains showed tolerance to added solanine. Controlled TV fermentation, regardless
of the inoculated strain and the addition of NaCl (2.5%), was always advantageous over natural
(spontaneous) fermentation as it improved the process efficiency and promoted the development
of acceptable sensory profiles. The use of the selected strains (Weissella paramesenteroides and
Lactiplantibacillus plantarum), as starters per se, produced sensorially accepted fermented
products with probiotic potential (counts > 7 log CFU/mL at the end of 14 days). The sensory
quality, antioxidant composition (phenolic acids and flavonoids), and probiotic potential forecast
validate this strategy in obtaining a base ingredient for the formulation of functional foods (sauces

and dressings).

Keywords: unripe green tomato; lactic fermentation; lactic acid bacteria; probiotic

potential; Weissella paramesenteroides; Lactiplantibacillus plantarum.
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Introducédo Teorica

|. INTRODUCAO TEORICA

Com vista a contextualizar o tema desta dissertacdo, cabe referir a relevancia da
valorizagdo do tomate-industria ndo amadurecido (TV). Em Portugal, a industria do tomate esta
focada na obtenc&o de um Unico produto de elevado valor acrescentado — concentrado de tomate,
na qual sdo laborados, apenas, frutos em completo estado de maturacdo. Consequentemente,
sdo descartados, logo ao nivel do campo, quantidades elevadas de tomate ndo-amadurecido.
Estes frutos séo rejeitados pela industria por falta de cumprimento dos requisitos de qualidade
exigidos, nomeadamente grau insuficiente de teor de sélidos sollUveis e auséncia da cor vermelha
desejada. O desenvolvimento de estratégias com vista a utilizacdo destes frutos sem qualquer
valor na atualidade, representa, assim, uma grande oportunidade no &mbito da diminuicdo do

desperdicio alimentar e no contexto da bioeconomia circular.

Os produtos fermentados rednem um conjunto de caracteristicas apelativas a nivel
sensorial (sabor, aroma e textura), sdo considerados alimentos seguros e com tempo prolongado
de conservacao. Estes beneficios sdo muito competitivos no mercado alimentar atual, aos quais
se podem somar vantagens para além da componente nutricional e bioativa, designadamente o
seu potencial probidtico. A crescente intolerancia a lactose e as restricbes a presenca de
colesterol nos produtos lacteos fermentados abrem uma janela de oportunidades para o
desenvolvimento de produtos fermentados ndo lacteos. De facto, o desenvolvimento de novos
produtos e/ou de ingredientes alimentares através de processos fermentativos de matrizes de
origem vegetal (e sem adi¢cdo de conservantes) tem sido amplamente investigado como uma

estratégia viavel para a diminuicédo do desperdicio alimentar?.

Nos processos fermentativos, a utilizacao de culturas puras de microrganismos iniciadoras
(starters) introduz muitas vantagens face a fermentacdo natural (espontanea), nomeadamente
na rapidez de acidificacdo do meio e na garantia de reprodutibilidade do processo. Neste sentido,
€ importante selecionar starters adaptados a matriz vegetal, de preferéncia oriundos da prépria
microbiota. A selecdo de bactérias do acido latico deve atender ainda a pesquisa de outras
funcionalidades (como o potencial probiético) ou de caracteristicas especificas dos
microrganismos, tais como a capacidade de desenvolvimento na presenca de glicoalcaloides

(por exemplo, a tomatina), cujos teores se preveem elevados no TV.

1. Desperdicio Alimentar

7

O desperdicio alimentar € um problema mundial e uma prioridade publica, dada a
necessidade de alimentar uma populacéo em crescimento. A ineficiéncia na gestédo de géneros
alimenticios tem importantes consequéncias econémicas, sociais e ambientais, levando nao sé
ao desperdicio alimentar, como também a um desperdicio de recursos utilizados no cultivo (solo,
agua, energia) e nas fases posteriores de processamento, empacotamento, transporte e
comercializagdo dos produtos alimentares?. Segundo as previsdes da Organizacdo das Nagoes
Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) em 2011, desperdica-se anualmente cerca de

um terco da producdo mundial (ca. 1,3 mil milhdes de toneladas)3. A nivel nacional, em 2012, foi
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estimado um desperdicio alimentar anual de ca. 1 milhdo de toneladas (= 17% da producéo

anual)?.

O desperdicio alimentar ocorre em todas as fases da cadeia de abastecimento alimentar,
incluindo as etapas de producéo agricola, transformacgéo, distribuicéo, retalho e consumo (nos
restaurantes, estabelecimentos comerciais e domicilios), e é dependente do desenvolvimento
econdmico de cada pais. Nos paises em desenvolvimento, estima-se que a maioria das perdas
(> 40%) decorram durante o periodo de po6s-colheita e processamento, enquanto nos paises
desenvolvidos, o desperdicio alimentar (> 40%) concentra-se nas fases finais de retalho ou de
consumo?3. No que respeita ao setor dos hortofruticolas (HF), estima-se que as perdas globais
anuais ascendam a ca. 40-50% e sao atribuidas, frequentemente, ao incumprimento dos
padrdes de qualidade estabelecidos®*. Por estas razdes, tém surgido inimeras iniciativas
mundiais e nacionais com 0 objetivo comum de reduzir o desperdicio alimentar ao longo da
cadeia de abastecimento através da implementacdo de um conjunto de medidas e estratégias

de gestdo sustentaveis®S,

2. Tomate — Origem, producao e consumo

O tomate, fruto do tomateiro (Solanum Lycopersicum L.), € um dos frutos mais produzidos
e consumidos mundialmente. Teve origem na América do Sul” e, desde ent&o, tem sido utilizado
na gastronomia, podendo ser consumido fresco (= 40%) ou processado industrialmente sob a

forma de sumos, pastas, molhos, entre outros (= 60%)8.

Segundo os dados estatisticos mais recentes, publicados pela FAO (ano 2019), a
producdo mundial de tomate foi estimada em ca. 181 milhdes de toneladas/ano, com especial
foco no continente asiatico, que detém 62% do cultivo deste fruto, seguido da América (13,2%),
Europa (12,6%) e Africa (12%)°. Na Europa, estimou-se uma producdo anual de tomate de ca.
23 milhdes de toneladas, com Itdlia, Espanha e Portugal a destacarem-se como 0s maiores

produtores (ca. 5,3, 5 e 1,5 milhdes de toneladas produzidas, respetivamente)®1°,

Em Portugal, a industria do tomate esta focada na obtencdo de um Unico produto de
elevado valor acrescentado — concentrado de tomate, e apenas os frutos em completo estado
de maturacdo (com coloracdo totalmente vermelha) sédo laborados para este fim.
Consequentemente, o tomate ndo amadurecido é normalmente deixado nos campos ou enviado
para aterros, traduzindo perdas econémicas para os produtores e com impacto ambiental
negativo!!. Ao nivel do campo, foi estimado um nivel de perdas anuais de ca. 1,12 x 108 kg de
tomate-industria ndo amadurecido (TV)!2. A esta fracdo desperdicada, soma-se ainda uma
grande quantidade de frutos rejeitados pela indlstria no momento da rece¢ao da matéria-prima,
devido a sua cor, forma, fase de maturacéo e lesdes inaceitaveis!!. Portanto, serd importante
recolher, descrever e analisar as perdas de frutos gerados na cadeia de valor do tomate!® e
desenvolver estratégias com vista a melhorar a sustentabilidade econémica desta cultura. As

principais abordagens adotadas para a valorizagcdo dos subprodutos de tomate incluem a
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alimentacdo animal, o desenvolvimento de ingredientes funcionais para produtos alimentares e

0 aproveitamento da matéria-prima para nutracéuticos.

2.1. Composicéo nutricional e fisico-quimica durante a maturacao

O tomate € um HF muito importante porque fornece uma proporgcdo equilibrada de
nutrientes vitais, tais como minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais, agucares, carotenoides,
polifenois e fibras dietéticas®!>1¢. Em geral, os frutos contém ca. 90-95% de agua e 5-10% de
matéria seca, sendo esta constituida, maioritariamente, por acicares (50%) e acidos organicos
e aminoacidos (15%)*’. Na composicéo do tomate, salienta-se ainda a presenca de compostos
como o acido ascorbico (vitamina C), os carotenoides (entre eles, o licopeno) e os polifendis
(&cidos fendlicos e flavonoides)!®. Devido, em grande parte, ao seu carater antioxidante, estes
compostos desempenham fung¢des importantes no nosso organismo (entre elas, a eliminagéo de
radicais livres prejudiciais), sendo reconhecidos como promotores da saude, nomeadamente na
prevencdo do desenvolvimento de doencas degenerativas!®'® e de patologias crénicas e

cardiovascularess®.

Para perspetivar possiveis vias de valorizagdo de frutos ndo amadurecidos e/ou de frutos
ndo conformes de tomate, € importante assinalar que a composi¢édo quimica do fruto depende
de diversos fatores, entre os quais a variedade/tipo de cultivar (cv.), o estado de maturagao a
colheita, as condi¢bes edafoclimaticas (temperatura, esta¢do do ano, fertilidade do solo) e as
praticas de cultivo®®?l. No entanto, a variedade e a fase de maturacdo a colheita s&o
considerados os fatores principais que influenciam o valor nutricional do tomate e o0s seus
atributos de qualidade??, nomeadamente a acidez titulavel, o teor de soélidos sollveis, a cor, a
firmeza, o sabor e 0 aroma?®. As variagdes na composicdo do tomate também estdo intimamente
relacionadas com a cor a superficie, indicativa da fase de maturacao do fruto. Assim, a cor da
epiderme altera-se ao longo das diferentes fases de maturacéo (verde maduro, breaker, turning,
rosa, vermelho e vermelho maduro), passando por diferentes tonalidades, de verde e amarelo

até ao vermelho (Figura 2.1)%5.

Fase IV Fase V Fase VI

Figura 2.1 | llustragédo das diferentes fases de maturagdo do tomate. A fase | corresponde ao
tomate verde maduro, a fase Il ao tomate breaker, a fase Ill ao tomate turning, a fase IV ao tomate rosa, a
fase V ao tomate vermelho e, finalmente, a fase VI ao tomate vermelho maduro. Adaptado de Thengane &
Gawande, 2018.
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Durante a maturacao do fruto decorrem inimeras reac¢des bioquimicas das quais resultam
inmeras alteracdes de composicao (Figura 2.2) com impacto nas caracteristicas organoléticas
do fruto. Sdo disso exemplos importantes: a degradacdo da clorofila acompanhada pela
biossintese dos pigmentos carotenoides, nomeadamente do licopeno?®, a diminuicdo da acidez
titulavel, o aumento do teor de acglcares simples (glucose e frutose) e o desenvolvimento da
composicdo aromatica®®. Consequentemente, os frutos mais maduros apresentam intensificagdo
da tonalidade vermelha, com menor acidez e maiores niveis de dogura. Normalmente, durante a
maturacdo, verifica-se igualmente um ligeiro aumento no teor em &cido ascorbico, a manutencao
da composi¢do fendlica e a diminuicdo de compostos glicoalcaloides tdxicos (tomatina e

solanina)?:27,

Verde maduro Breaker Turning Rosa Vermelho Vermelho maduro

L @HdS @@

Acidos organicos

Agucares redutores

Licopeno

Valores relativos

Acidez titulavel

Acido ascérbico

Matéria seca

= B-caroteno

@ Clorofila

Tempo

Figura 2.2 | AlteragSes composicionais no tomate durante a maturagéo.

No tomate, o teor de carotenoides (em particular, do licopeno) é o principal responsavel
pela coloragdo do fruto e, por isso, quanto mais avermelhado for o fruto, maior a sua
concentracdo. Portanto, o tomate ndo amadurecido ou em fases iniciais de maturagdo contém
uma menor concentracdo de licopeno!!. Para além deste composto, o teor de B-caroteno, um
pigmento carotenoide responsavel pela coloracdo amarela do tomate, também varia durante o
processo de maturacao do fruto, atingindo valores maximos na fase rosa®?>28, Qs 4cidos citrico
e malico sdo os principais responsaveis pelo sabor tipico do tomate. Os respetivos teores
aumentam gradualmente durante a maturacdo do fruto, alcancando valores maximos nas fases
breaker e/ou rosa?®. Os principais aguUcares redutores presentes no tomate séo a glucose e a
frutose, cujos teores se correlacionam diretamente com o teor em sélidos sollGveis (expresso
em %; °Brix). O aumento da respetiva concentragdo alcancga valores maximos no fruto totalmente

maduro?-20,

O teor em glicoalcaloides (solanina e tomatina) pode constituir um fator de risco para o

consumo de TV, em fresco. De facto, estes compostos, considerados téxicos e antinutricionais,
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podem estar presentes em quantidades elevadas nos frutos ndo amadurecidos (500 mg kg*
peso seco)3%2, No entanto, como 0s respetivos teores v&o diminuindo ao longo da maturacéo,
o consumo do fruto maduro é considerado seguro. N&o existe legislagéo especifica para o tomate,
porém a quantidade de glicoalcaloides admitida em alimentos deve situar-se abaixo do valor
limite de 200 ppm, segundo o “Nordic Group on Risk Assessment and Food Toxicology” 3. A
valorizagdo alimentar de frutos de tomate nao amadurecido devera considerar este risco para a
salde, existindo, para tal, muitos estudos focados no desenvolvimento de estratégias para a
diminuicdo dos respetivos teores. Entre elas, salienta-se a aplicacdo de processos de
fermentac&o*3® com utilizac&o de algumas estirpes de bactérias do &cido latico como uma forma

de diminuir o teor em glicoalcaloides no tomate.

3. Fermentacéao latica

A fermentacéo é considerada um método de conservagéo antigo, simples e importante no
desenvolvimento de alimentos e bebidas, permitindo manter/melhorar a seguranca e a qualidade
nutricional e sensorial e prolongar o periodo de validade dos produtos fermentados®161°, Esta
metodologia tem sido utilizada na valorizagéo de diferentes HF que ndo eram convencionalmente
conservados por esta via, demonstrando-se como uma estratégia de valorizacao alimentar para
reduzir as perdas pés-colheita?”*¢37, O processo de fermentagéo é um processo metabdlico, no
qual produtos a fermentar sao sujeitos as acdes de microrganismos e/ou enzimas. Durante este
processo, ha formacao dos 4cidos latico ou acético e a consequente acidificagdo (diminuicdo do
pH), que inibe o desenvolvimento de bactérias patogénicas ou de deteriorizacdo®6. A
fermentacdo contribui, assim, para o aumento da seguranca microbioldgica do produto e,
paralelamente, para o aumento do respetivo periodo de validade'®, sem necessitar da adi¢édo de
conservantes. Para além do aumento da capacidade de conservacgao alimentar (acidos organicos
como fatores de inibicdo), a fermentacdo € igualmente responsavel pela melhoria das
propriedades organoléticas dos alimentos através do desenvolvimento de uma diversidade de
sabores, aromas e textura e pelo enriquecimento do aporte nutricional/funcional (enriqguecimento
biologico de substratos alimentares como proteinas, aminoacidos essenciais, acidos gordos
essenciais e vitaminas) e, eventualmente, do potencial probidtico®®. Este método pode
igualmente conduzir & diminuicdo de compostos toxicos como os glicoalcaloides solanina e
tomatina, permitindo reduzir os respetivos teores cujo risco € mais elevado em frutos de tomate

ndo amadurecido34°,

Assim, os fermentados de origem vegetal sao alimentos de baixo indice cal6rico porque
veiculam menores teores de agUcares comparativamente aos seus congéneres em Cru.
Constituem ainda uma fonte de fibras dietéticas, desempenhando um papel essencial na
regulacéo da assimilagdo de gorduras e funcionamento do trato intestinal. S&o também uma
importante fonte de acido ascdrbico, vitaminas do grupo B, compostos fendlicos e muitos outros

nutrientes presentes na matéria-prima*®.
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3.1. Bactérias do acido latico (BAL)

Em termos gerais, estima-se que a populagdo microbiana nos HF oscile entre 5 e 7 log
UFC/g, a maioria da qual constituida por bactérias gram-negativas, bacilos gram-positivos e
bolores e leveduras (B&L)*'. As bactérias do Acido latico (BAL) representam uma pequena parte
da microbiota dos HF (2—4 log UFC/g), sendo a sua propor¢éo influenciada pelo tipo de produto,
temperatura e condicBes pré-colheital®!®. As BAL sdo um grupo de microrganismos gram-
positivos, ndo formadores de esporos, catalase negativos, com baixo teor de guanina-citosina,
acido tolerantes e morfologicamente heterogéneas. A maioria das BAL desenvolve-se
anaerobiamente, mas a presenca de oxigénio ndo € impeditivo para o seu desenvolvimento dada
a respetiva tolerancia'®. Estas bactérias fermentam hidratos de carbono (entre eles, glucose)
com formacgéo preferencial de acido latico, responsavel pela diminuigdo do pH dos fermentados
para valores proximos de 4. Desta forma, as BAL promovem a estabilidade do produto
fermentado, uma vez que, perante estes valores de pH inferiores, o desenvolvimento da

microbiota de deterioragdo e de bactérias patogénicas € muito limitado.

Geralmente, o desenvolvimento microbiano (e em particular o das BAL) decorre durante
vérias fases: a fase lag, na qual os microrganismos se adaptam ao meio; a fase exponencial, que
corresponde ao periodo de desenvolvimento 6timo da populagao microbiana; a fase estacionaria,
na qual o niumero de microrganismos atinge um valor maximo e com manutencédo dos niveis

microbianos; e, finalmente, a morte celular (Figura 3.1).

—

Fase Fase Fase

Lag |Exponencial| Estacionaria Morte celular

===  NUmero de células (Log)

2 8 24 48
Tempo (h) ——

Figura 3.1 | Fases do crescimento bacteriano. Adaptado de Garrison & Huigens, 2016.

Consoante o metabolismo de agucares, as BAL podem ser classificadas como bactérias
homofermentativas ou heterofermentativas (Figura 3.2). As BAL homofermentativas produzem
um Unico produto de fermentacédo, o acido latico, através da via Embden-Meyerhof. J& as BAL
heterofermentativas, para além do 4cido latico, produzem outros metabolitos, como acido acético,
etanol e dioxido de carbono (CO3), através da via fosfocetose. As BAL sé@o capazes ainda de
produzir outros metabolitos secundarios importantes para aumentar a qualidade e vida Util dos
produtos fermentados, incluindo exopolissacaridos (EPS — polissacéridos extracelulares que
interferem na viscosidade dos fermentados), enzimas e bacteriocinas (péptidos ou pequenas

proteinas inibidoras do desenvolvimento de muitas bactérias indesejaveis)!643,
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A) C4H,,0, — 2CH;CHOHCOOH

Glucose Acido Latico

B) C¢H;,0s — 2CH;CHOHCOOH + C,H5OH + CO,

Glucose Acido Latico Etanol Diéxido de Carbono

Figura 3.2 | Reagdes de fermentagdo latica das (A) BAL homofermentativas e das (B) BAL
heterofermentativas. Adaptado de Montet et al., 2013.

Em suma, os efeitos inibitérios promovidos pelo desenvolvimento das BAL face a outras
bactérias presentes na microbiota vegetal prendem-se com os seguintes fatores: concorréncia
pelos nutrientes disponiveis; producdo de acido latico e consequente diminuigdo do pH; e
producdo de metabolitos inibitdrios, como bacteriocinas, perdxido de hidrogénio (H202) e COo.
Cada uma destas propriedades (ou a sua combinacdo) pode ser utilizada para prolongar o
periodo de validade e aumentar a seguranca dos produtos fermentados'®. Por estas razées, as
BAL séo fundamentais para a fermentacgéo latica dos HF. Neste grupo microbiano, as estirpes
fermentativas mais utilizadas pertencem aos géneros Lactiplantibacillus, Leuconostoc,
Lactococcus e Pediococcus®®. Em particular, as espécies de Lactiplantibacillus, como L.
plantarum, L. lactis, L. acidophilus, L. pentosus, L. casei, L. paracasei, L. bulgaricus e L.
rhamnosus tém sido as mais exploradas industrialmente*3. De entre estas, destaca-se L.
plantarum por ser considerada uma espécie bacteriana ubiqua nos HF e metabolicamente
versatil, prevalecendo na fase posterior da fermentacéo devido a elevada tolerancia a meios

acidos®L,

3.2. Modos de iniciagcao

A producdo de alimentos fermentados de elevada qualidade depende da presenca,
desenvolvimento e atividade metabdlica de determinados microrganismos. Existem,
essencialmente, duas formas de iniciar os processos de fermentac&o: a fermentagéo espontanea
(por BAL endogenas) e a fermentagdo controlada que recorre ao uso de culturas puras de

microrganismos adicionadas intencionalmente aos HF%43,

A fermentacdo esponténea depende da microbiota dos HF, nomeadamente da atividade
espontanea das BAL enddgenas (autdctones). Devido a inerente competicdo entre os
microrganismos fermentativos autdctones e os contaminantes, a sucessao de populacdes
microbianas apresenta um elevado risco de insucesso e pode conduzir a variagdes indesejaveis
nas propriedades sensoriais do produto fermentado!®4344, Em alternativa, tanto do ponto de vista
da higiene como da seguranca, recomenda-se a opc¢do pela fermentacdo controlada com
utilizacdo de culturas starter (CS), uma vez que permite acelerar o processo de fermentacéo
conducente a uma rapida inibicdo de bactérias patogénicas e de deterioragéo e, em simultaneo,
garantir a producdo de fermentados com qualidade sensorial e nutricional consistente e

uniforme19:36,
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3.21. Fermentacgdo espontanea

A microbiota dos HF é muito variada, pelo que a fermentagdo latica apenas ocorre
espontaneamente quando se estabelecem condi¢cBes favoraveis ao desenvolvimento das BAL
autéctones, designadamente, condicBes anaerdbias, atividade da é&gua, humidade,
concentracao de sal e temperatura. A adicdo de sal torna o ambiente mais adequado para o
desenvolvimento das BAL e a sintese de dioxido de carbono pelas BAL heterofermentativas
contribui para 0 ambiente de anaerobiose. Além disso, a acidificagdo da matriz vegetal pelas BAL
provoca a morte da microbiota de deterioragdo menos tolerante ao meio acido®4!. A fermentacéo
espontanea pode resultar em variagdes indesejaveis nas propriedades sensoriais dos produtos
(sabor e aroma) que dependem, a partida, da qualidade da matéria-prima, temperatura e
condigBes pré-colheital®. Por outro lado, pode ocorrer tardiamente e, dessa forma, ndo ter
capacidade de inibir eficazmente o desenvolvimento de microrganismos de deterioracdo e/ou
patogénicos*l. Contrariamente a outros alimentos fermentados (como laticinios e carne), em que
a utilizacdo de CS é ja uma pratica comum, a producao de HF fermentados depende ainda da
fermentag&o espontanea. Para tornar o processo fermentativo mais eficiente, efetua-se a adi¢do

de sal como forma de potenciar o desenvolvimento das BAL autéctones®4L,

3.2.2. Fermentacdo controlada com estirpes bacterianas

A fermentacéo latica controlada (adi¢cdo de CS) possibilita 0 desenvolvimento de alimentos
funcionais com qualidade padronizada e reprodutivel utilizando estirpes bacterianas
caracterizadas/selecionadas**°. Para tal, devem ser concebidas condicGes que favorecam o
desenvolvimento das BAL inoculadas e a eliminacdo da microbiota do HF. A fermentagéo pode
ser induzida por CS autéctones ou aléctones e as propriedades dos fermentados dependem da
estirpe utilizada (Tabela 3.1). CS aut6ctones dizem respeito a culturas isoladas e reutilizadas na
mesma matriz vegetal, enquanto CS aléctones sdo culturas isoladas de diferentes matrizes e
gue podem ser utilizadas na fermentacdo de varios tipos de produtos®45 podendo ser
disponibilizadas comercialmente. Assim, a utilizacdo de CS previamente selecionadas na
fermentacéo latica garante uma maior eficiéncia do processo de fermentacdo, permitindo a
inibicdo de microrganismos de deterioracdo e patogénicos e prevenindo a ocorréncia de
variagOes indesejaveis e ndo previsiveis das propriedades sensoriais (cor, sabor e textura) e
nutricionais®.

Tabela 3.1 | Propriedades de estirpes autdctones e aldctones usadas como CS no processo de
fermentacédo. Adaptado de Garcia et al. 2020.

Estirpes utilizadas como CS Propriedades

Diminuicéo rapida do pH
Consumo significativo de hidratos de carbono fermentaveis
Estirpes Autéctones Inibic&o de Enterobacteriaceae e leveduras

Desenvolvimento favoravel de cor e propriedades
reologicas

) 3 Fases de laténcia de desenvolvimento mais longas
Estirpes Aloctones L ]
Acidificacdo tardia
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3.2.3. Culturas starter aloctones vs. autoctones

A utilizac@o de CS aldctones apresenta algumas limitacdes, nomeadamente o facto dos
critérios de selecdo das estirpes bacterianas ser baseado apenas na capacidade de acidificacdo
rapida, ndo atendendo a outros fatores importantes como a adaptacdo as propriedades
sensoriais e funcionais da matriz e a adaptagdo metabdlica®®.

A maior adaptacdo a matriz vegetal das estirpes autdctones traduz-se em melhores
desempenhos durante a fermentagédo e garantem uma maior viabilidade microbiana durante o
armazenamento*64’, Em geral, a utilizacdo de CS autdctones de BAL na fermentagdo de HF
garante uma melhor aceitacdo sensorial dos fermentados resultantes. Este facto deve-se a
alteracao de varios atributos como o desenvolvimento do perfil de acidos organicos, a sintese
dos acidos latico e/ou relacionado com o metabolismo de aminoacidos livres. Estas alteragfes
podem ter repercussdes diretas (diminuicdo do pH) ou indiretas na atividade de enzimas
enddgenas com consequéncias favoraveis no desenvolvimento das propriedades sensoriais (cor,
sabor e aroma) dos HF#14849,

3.24. Critérios na selecédo das culturas starter associadas a alimentos

A selecdo das CS é indispensavel para eleger as estirpes com melhor desempenho
fermentativo, sendo realizada em funcdo de determinadas caracteristicas metabélicas. Embora
0s tratamentos térmicos (TT) possam, em parte, alterar a composi¢cao quimica da matriz em cru,
os meios de cultura de produtos horticolas ou sumos vegetais previamente
esterilizados/pasteurizados séo considerados os sistemas de modelo mais adequados no
processo de selecdo. Os principais critérios de selecdo das CS sao geralmente divididos em
guatro categorias principais: tecnoldgicos, sensoriais, funcionais e probidticos (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 | Principais critérios (e caracteristicas metabdlicas correspondentes) considerados na
selecdo de CS para a fermentacdo de HF. Adaptado de Di Cagno et al., 2016.

Critério de selecdo  Caracteristicas metabdlicas

Taxa de desenvolvimento bacteriano e taxa de acidificagdo
Tolerancia ao sal e a fenois
Desenvolvimento microbiano a valores de pH e temperatura baixos

Tecnolégico ]
Completar o processo fermentativo
Sintese de compostos antimicrobianos e de H20>
Adaptacdo metabdlica durante a fermentagao e armazenamento
) Metabolismo heterofermentativo
Sensorial

Sintese de compostos aromaticos ou precursores

Sintese de compostos bioativos e EPS

Aumento da atividade antioxidante e da biodisponibilidade de compostos

Nutricional/Funcional . .
funcionais

Diminuicao de fatores antinutricionais e/ou toxicos

Resisténcia a meios acidos e a presenca de sais biliares
o Inibicdo de bactérias patogénicas
Probidtico . 5 . . e
Estimulagdo de mediadores da resposta imunitaria

Adeséao as células intestinais humanas
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Entre os critérios tecnolégicos utilizados, os principais incluem a taxa de desenvolvimento
microbiano, a taxa de producédo total de acidos (alteracbes do pH) e a adaptacado/tolerancia
ambiental. Além disso, a manutencdo da elevada viabilidade das BAL na fase estacionéaria de
desenvolvimento, em condicdes ambientais adversas, € um pré-requisito indispensavel que
garante aos produtos fermentados um tempo de vida Util prolongado®#!. A sintese de H2Oz pelas
CS é outro critério utilizado no processo de selecao pois, dado o seu forte poder oxidante, pode
reagir com material organico, causar a degradacgdo de compostos antioxidantes e conduzir a uma
alteracao indesejada da cor do produto. A sintese de EPS, que esta positivamente correlacionada
com a manutencdo das tonalidades dos fermentados durante a fermentac@o, é outra
caracteristica importante com influéncia na respetiva viscosidade (sumos e purés) e
propriedades nutricionais®. E igualmente desejavel que as BAL selecionadas ndo produzam (ou
eliminem) aminas biogénicas, pois estes compostos resultantes da descarboxilacdo microbiana
dos aminoacidos podem ser toxicos e conferir um sabor desagradavel ao produto’®. A
concentracdo de hidratos de carbono fermentesciveis, o grau de tamponizacdo do meio e 0s
compostos inibitérios sdo os principais fatores que afetam o desenvolvimento e a capacidade de
acidificacdo das BAL. A avaliacdo da tolerancia das BAL face a presenca de elevadas
concentracdes de fendis é também necesséria em produtos vegetais, cujos teores podem ser

elevados.

No curso da fermentacgéo, a diminuicao rapida do pH nas primeiras fases do processo é
uma condic¢ao indispensavel para alcancar a inibicdo de microrganismos indesejaveis. Uma vez
concluida a fermentacao, € necessario que ocorra o esgotamento de quase todos os hidratos de
carbono fermentesciveis para evitar a fermentagdo alcodlica por leveduras. A sobrevivéncia de
CS autdctones durante os periodos de fermentacao e armazenamento é igualmente expectavel,
sendo que uma elevada quantidade de BAL (> 7 log UFC/mL) pode ser indicativa do caracter

probidtico das estirpes bacterianas®.

Em geral, nos processos de selecéo, o elevado ndamero de estirpes microbianas em
avaliagdo conduz & necessidade de aplicar testes sequenciais para reduzir progressivamente o
ndmero de candidatos, incluindo (i) rastreios para condi¢cdes de fermentacdo em condi¢des
extremas, (ii) identificacdo dos metabolitos importantes e (i) avaliacdo dos parametros
tecnolégicos (Figura 3.3). No final deste procedimento, sdo selecionadas as estirpes que relinem
0 maior numero de propriedades desejadas e, concomitantemente, sem quaisquer

caracteristicas negativas®.

Finalmente, para fins comerciais (aumento de escala), a CS deve ser capaz de se
desenvolver em substratos relativamente baratos, ser resistente a secagem, empacotamento,
armazenamento e a processos de re-hidratacdo e reativacdo, sem perda das propriedades

fermentativas essenciais e desejaveis*.
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Figura 3.3 | Representagédo esquematica da abordagem polifasica necessaria para a selegéo de
CS. Adaptado de Vinicius de Melo Pereira et al., 2020.
3.3. Fatores que influenciam o processo fermentativo

Existem diversos fatores que influenciam o desenvolvimento e a atividade das BAL na
fermentacdo de HF. Entre estes, destacam-se: o pH, a temperatura, a humidade, a

disponibilidade de O2, a concentragao de sal e de indculo, os nutrientes e a CS selecionada.

O pH é um fator critico no desenvolvimento e preservacao do aroma e sabor de muitos HF
fermentados. O desenvolvimento das BAL é normalmente favorecido em condi¢des de pH neutro,
mas existem algumas estirpes capazes de sobreviver e desenvolver em meios acidos, huma

gama de pH entre 3 e 4 (&cido tolerantes, como Lactiplantibacillus)?®.

Os requisitos de Oz variam consoante a espécie microbiana. A maioria das BAL nao é
sensivel & presencga de Oz, podendo desenvolver-se na sua presenca e auséncia'®. Contudo, é
preferivel a utilizacdo de condigbes anaerdbias por impedir o desenvolvimento de leveduras

oxidativas que podem prejudicar o processo fermentativo®°.

A temperatura é também um fator critico para a fermentacao de HF. A maioria das BAL
apresenta como temperatura 6tima de desenvolvimento o intervalo 18—-22 °C, existindo espécies
termdfilas, que preferem valores de temperaturas superiores (50-55 °C), e outras (mesdfilas)

gue preferem valores de temperatura mais baixos (15-20 °C)*6.

Dada a importancia da salga na fermentagéo vegetal, a concentragéo de cloreto de sédio
(NaCl) tem influéncia no processo fermentativo. O NaCl é adicionado, numa gama entre 2 e
10%%'%51, com o intuito de dificultar o desenvolvimento de microrganismos de deterioracdo e de
melhorar a consisténcia do produto fermentado, impedindo o amolecimento excessivo dos
tecidos vegetais®™. Tal é possivel pois as BAL sio tolerantes a elevadas concentracdes de sal, o
gue lhes confere vantagem sobre outras espécies menos tolerantes'®. No entanto,

concentracdes excessivas de NaCl podem igualmente ser prejudiciais ao desenvolvimento das

11
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BAL, inibindo a producédo de acido latico e interferindo, consequentemente, na diminuicao de
pHSl_

A qualidade sensorial do produto deve ser considerada como um dos fatores criticos para
0 sucesso do produto fermentado e é dependente da correta sele¢do da CS. Di Cagno et al.
(2009) estudaram a fermentacao latica do tomate com adicédo de estirpes autéctones como CS
e constataram, em consequéncia, diferencas nos perfis volateis do produto, consoante a estirpe
inoculada. Por outro lado, Y. Liu et al. (2018) mostraram a influéncia da utilizacdo de
determinadas estirpes de Lactiplantibacillus como CS no desenvolvimento de compostos volateis
com impactos favoraveis na percecao do sabor de fermentados de tomate.

A microbiota dos HF pode igualmente afetar a fermentacéo latica. As condigbBes de
armazenamento desfavoraveis e a presenca de insetos, microrganismos de deterioracdo
(causadores de alteragbes na cor, odor, sabor, textura e aspeto dos HF devido a sua atividade
metabdlica) e microrganismos patogénicos (como Escherichia Coli, Salmonella sp. e Clostidrium
botulinum) ndo sé diminuem o tempo de vida util dos HF, como também reduzem a sua qualidade
e, consequentemente, a aceitacdo do consumidor>3%*, Por este motivo, os TT, que consistem no
aumento de temperatura até niveis letais para os microrganismos, diminuem a carga microbiana
enddgena e, em consequéncia, o risco microbioldgico dos produtos finais®. Os TT mais utilizados
industrialmente sdo a pasteurizacdo, na qual as formas vegetativas dos microrganismos sao
destruidas, e a esterilizagao, na qual tanto as formas vegetativas dos microrganismos como 0s
seus esporos sdo destruidos®*°°, Ambos os procedimentos reduzem substancialmente a carga
microbiana patogénica e de deterioracdo®®, originando produtos fermentados seguros e com

qualidade e vida util aceitaveis.

4. Produtos fermentados como fonte de probiéticos

Os probitticos sdo definidos como culturas de microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas (6—7 log UFC/g de alimento), conferem beneficios
para a saude do hospedeiro, tais como contribuir para o equilibrio da microbiota ou fortalecer o
sistema imunitario®.

Nos (ltimos anos, a industria alimentar tem procurado produzir alimentos com declarados
beneficios para a saude (alimentos funcionais), para além do seu valor nutricional®’. Neste
contexto, tém sido desenvolvidos muitos projetos de investigacdo centrados na avaliagdo de
diferentes estirpes de BAL com potencial probiotico®®. Para além disto, a intolerancia a lactose
num segmento cada vez maior da populacdo mundial, aliada aos inconvenientes associados a
presenca de colesterol nos produtos lacteos fermentados, perspetivou o desenvolvimento de
produtos probioticos ndo lacteos. Isto exige fontes alternativas de BAL, tais como frutos,
leguminosas e cereais, que, através de uma manipulacao tecnolégica adequada, podem servir
de matrizes para a producdo de alimentos probidticos®®. Tal é possivel pois os HF possuem
caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas que mimetizam, nalguns aspetos, o trato
gastrointestinal humano, designadamente o ambiente extremamente &cido, a capacidade

tampdo, a elevada concentragdo de nutrientes nado digestiveis (fibra, inulina e fruto-
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oligossacaridos) e a presenca de fatores antinutricionais (por exemplo, taninos)®. Contudo, as
técnicas de conservacdo utlizadas no processamento de fermentados de HF, como a
pasteurizacao ou a adicdo de conservantes, podem conduzir a inativacao significativa das BAL

presentes, anulando, assim, eventuais efeitos probidticos?®.

4.1. Critérios probiéticos

Todos o0s microrganismos considerados probidticos possuem determinadas
caracteristicas (Figura 4.1): elevada capacidade de sobrevivéncia nas matrizes vegetais (= 6—7
log UFC/mL) durante o prazo de validade do produto; ndo ser patogénico nem toxico; resistir a
passagem no trato gastrointestinal (meio acido e presenca de sais biliares); aderir ao
revestimento intestinal das células epiteliais e colonizar o limen do trato; produzir substancias
antimicrobianas contra os agentes patogénicos; estabilizar a microflora intestinal; e estar
associado a beneficios fisiologicos*345%°, entre outras. As estirpes bacterianas com atividade
probidtica séo capazes de competir com agentes patogénicos por locais de adeséo, antagonizar
0Ss mesmos ou modular a resposta imune do hospedeiro, o que ird melhorar a nutricéo, aliviar as
doencas intestinais, melhorar o sistema imunitario, otimizar a ecologia intestinal e, finalmente,
promover a saude em geral. As principais bactérias consideradas probio6ticas pertencem aos

géneros Lactiplantibacillus, Bifidobacterium e Leuconostoc®%6?,

Adesao competitiva a Caracteristicas
mucosa antimicrobiana

Produgéo de substancias
antimicrobianas

Antagonismo contra
patogénicos entéricos

Caracteristicas de ’
sobrevivéncia

Auséncia de produgao de
aminas biogénicas

Modulagao da microbiota
gastrointestinal

Efeito metabdlico e em
doengas cronicas

Propriedades imunomodulatérias
Caracteristicas

funcionais

Compativel com uso
alimentar

Caracteristicas de Sequro para humanos
seguranga guro p

Figura 4.1 | Caracteristicas probidticas de selecdo das estirpes bacterianas. Adaptado de Garcia
et al., 2020.

Produgdo de compostos bioativos

4.2. Beneficios de fermentados vegetais com caracteristicas probioticas

O consumo de vegetais fermentados tem sido associado a um conjunto de beneficios para
a salde decorrentes do desenvolvimento e atividade de estirpes de BAL probitticas. Muitos
estudos referenciam multiplos beneficios, incluindo a prevencédo de interferéncia patogénica,
modulacdo imunitaria, sintese e melhoria da biodisponibilidade dos nutrientes, atividades

anticancerigena e antimutagénica, reducao dos sintomas de intolerancia a lactose, dos niveis de
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colesterol no soro, da presséao arterial e de doencas cardiovasculares, prevencédo da vaginose
bacteriana e infec&do do trato urinario, manuten¢éo da integridade mucosa e melhoria da saude
periodontal*®4>5%°, Em particular, algumas estirpes de BAL em diversos HF fermentados tém
demonstrado possuir propriedades anticancerigenas e antimutagénicas ao inibir compostos
cancerigenos no trato gastrointestinal através da reducdo da atividade enzimatica das bactérias

fecais ou da quebra de certas enterotoxinas?®.

5. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho consiste no desenvolvimento de uma estratégia para a
valorizagdo de frutos de tomate-inddstria ndo amadurecido rejeitados pela industria de
concentrado de tomate com base na sua fermentacgéo latica, como contributo para a reducéo do

desperdicio alimentar e promoc¢éao da diversificagdo de alimentos fermentados néo lacteos.
Como objetivos especificos, destacam-se:

— Caracterizar a matéria-prima, tomate-inddstria ndo amadurecido (cv. H1015), em
diferentes estados de maturacao nas vertentes fisico-quimica e microbioldgica.

— Isolar, caracterizar e identificar estirpes de BAL autéctones com vista a sua posterior
utilizagcdo como culturas starter.

— Avaliar o potencial probidtico in vitro e a tolerancia & adi¢céo de solanina de estirpes de
BAL isoladas da microbiota da matéria-prima (autéctones) e de estirpes previamente
selecionadas a partir da colecé@o bacteriana do INIAV (al6ctones).

— Avaliar o desempenho fermentativo das estirpes aloctones e autoctones (e o efeito da
adicdo de sal) e caracterizar os respetivos fermentados durante o periodo de

armazenamento (14 dias).
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. MATERIAIS E METODOS

6. Procedimentos de preparacédo das amostras

6.1. Rececdo da matéria-prima

Neste trabalho, foram utilizados frutos de TV, do cv. H1015 (variedade mais utilizada na
producéo de tomate-indistria), fornecidos pelo Centro Competéncias Tomate Industria (CCTI),
coletados manualmente na regidao do Ribatejo (municipios de Azambuja, Benavente, Cartaxo e
Vila Franca de Xira) e transportados rapidamente para as instalacdes da Unidade de Tecnologia
e Inovacéo (UTI) do Instituto Nacional de Investigacéo Agraria e Veterinaria (INIAV). A chegada
ao laborat6rio, os frutos foram selecionados (inspecao visual) quanto a sua coloragéo superficial
e separados em duas categorias: frutos totalmente verdes (designados por categoria verde) e
frutos com diferentes propor¢cdes de cores verde, encarnado e amarelo (desighados por
categoria intermédia) (Figura 6.1). Antes de serem armazenados, todos os frutos foram lavados
em agua corrente, através da sua imersédo em tinas de 4gua, e secos com papel absorvente. Por
fim, os frutos foram pesados, acondicionados em sacos devidamente identificados por categoria
e armazenados a—20 °C numa camara de refrigeracéo (Cryocell Aralab, Rio de Mouro, Portugal).
Para o cumprimento de todos os ensaios, procedeu-se a descongelacéo faseada dos mesmos
para prevenir perdas da integridade dos frutos. Assim, os frutos foram transferidos da camara a
—20 °C para uma camara a temperatura de 5 °C (Iberia, Italia), e, ao final de ca. 24 h, realizou-

se a colocacdo dos mesmos a temperatura ambiente.

N —

Figura 6.1 | Categorias do TV: verde (a esquerda) e intermédia (a direita).

6.2. Processamento em polpa

Os homogeneizados (polpas) de TV foram preparados na oficina tecnolégica da UTI-
INIAV. Para o efeito, foram utilizados frutos das categorias verde e intermédia numa proporgéo
de 1:1. Esta proporcao foi selecionada com base no célculo prévio da propor¢cdo média destas
categorias no campo (%). A mistura de frutos inteiros foi submetida a um TT com o intuito de
reduzir a carga microbiana inicial. Para tal, os frutos foram imersos em banho de 4gua a 100 °C
durante 1 minuto num autoclave (Uniclave 88 AJC, Cacém, Portugal), tendo-se utilizado
termopares do tipo T (Ellab CMC.RP) na monitoriza¢éo da temperatura ao longo do tratamento.
O tempo de tratamento foi contabilizado a partir do momento em que a temperatura da agua

retomou o valor estipulado. Seguiu-se o arrefecimento rapido dos frutos pela respetiva imersao
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em banho de gelo fundente (0 °C) e secagem com papel absorvente. Apds o TT, os frutos foram
homogeneizados num robot de cozinha (Bimby, Vorwerk, Wuppertal, Alemanha) durante 1
minuto a velocidade maxima e, posteriormente, distribuidos em frascos (Figura 6.2Figura 6.3). A
posterior manipulacéo e o processo de homogeneizacéo foi executado em condi¢des higiénico-
sanitarias cuidadas. Assim, as bancadas de trabalho, facas, equipamentos e recipientes foram
lavados e desinfetados com solucdo de etanol a 70%, de forma a prevenir contaminacdes
durante o processamento. A distribuicdo da polpa nos frascos foi realizada numa camara de fluxo
laminar (NU-201 4 ft Laminar Flow Hood, NuAire).

Recegéo do tomate

i

Separagéo por
categorias (verde e
intermédio)

i

Lavagem em agua
corrente

i

Armazenamento do
fruto inteiro a -20°C

i

Mistura de categorias

l

Tratamento térmico

l

Homogeneizagao

l

Substrato a fermentar

Figura 6.2 | Esquema de operacdes para a preparacdo de polpas.

Figura 6.3 | Aspeto dos homogeneizados de tomate.
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7. Procedimentos microbioldgicos

Todas as determinac®es microbiolégicas foram realizadas na Unidade de Microbiologia da
UTI-INIAV. As préticas laboratoriais foram realizadas de acordo com a norma ISO 7218:2007 e

a preparacéo das amostras e diluicbes de acordo com a norma ISO 6887-1:2017.

7.1. Condicdes de cultura das estirpes bacterianas

As estirpes bacterianas da colecdo do INIAV estdo registadas, caracterizadas e
identificadas, tendo sido isoladas a partir de diferentes produtos tradicionais portugueses (entre
as quais, salmoura de azeitona, doce de abdbora, ketchup e concentrado de tomate), e
encontram-se armazenadas a —80 °C. Antes da sua utilizacdo, todas as estirpes de BAL foram
ativadas em meio de cultura MRS liquido (do inglés, Man, Rogosa and Sharpe; Biokar
Diagnostics, Allone, Franca) incubado a 30 °C durante 24 h. De seguida, as culturas bacterianas
foram plagueadas, por incorporacdo, em MRS agar (Biokar Diagnostics, Allone, Franca) e
novamente incubadas a 30 °C durante 24 h para garantir a sobrevivéncia, estabilidade e pureza.
Suspens0es celulares homogéneas de cada estirpe foram preparadas através da dispersédo das
culturas desenvolvidas overnight numa solucdo de 0,85% NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) e ajustadas com soro fisiolégico para atingir a turbidez de 5 segundo o padrao
McFarland (correspondente a uma densidade celular de ca. 9 log UFC/mL). Por fim, foram
distribuidas para cada frasco de fermentacdo de modo a atingir uma concentracéo inicial de 8
log UFC/mL.

7.2. Contagens microbiolégicas

7.2.1. Bactérias do acido latico (BAL)

O procedimento geral para a contagem de BAL foi cumprido de acordo com a norma 1SO
15214:1998. Para esta determinacdo, foram realizadas diluicbes decimais sucessivas das
estirpes em triptona sal (Biokar Diagnostics, Allone, Franca) e as diluicBes consideradas
adequadas foram inoculadas (1 mL) em meio MRS agar, por incorporacéo e com camada dupla.
ApoOs incubacgdo a 30 £ 2 °C durante 72 + 4 h, efetuou-se a contagem das BAL, expressa em log
UFC/mL, através da seguinte equagédo (Equacao 7.1):

_xc¢
N_Vxl,lxd

Equacéo 7.1 | Equagéo para contagem de BAL e outros grupos microbiolégicos (log UFC/mL) , em
que N corresponde ao numero de microrganismos, > C ao somatério das coldnias contabilizadas em duas
placas inoculadas a partir de duas diluigdes sucessivas, V ao volume de inéculo (em mL) e d & menor
diluicdo das placas contabilizadas e utilizadas no somatorio.

7.2.2. Bolores eleveduras (B&L)

A contagem de B&L foi realizada segundo a norma ISO 21527-1:2008. Para o efeito, foi
utilizado o meio de cultura DRBC agar (do inglés, Dichloran Rose-Bengal Chlortetracycline Agar;
Biokar Diagnostics, Allone, Franca), para o qual se transferiu 0,1 mL da suspensdo mae e de
cada diluicdo preparada para o respetivo meio. Apos incubacéo a 25 + 1 °C durante 5 dias, em
condicdes aerbbias, efetuou-se a contagem de B&L segundo a Equagéo 7.1.
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7.2.3. Microrganismos a 30 °C

A contagem de microrganismos a 30 °C foi realizada segundo a norma ISO 4833-1:2013.
Para tal, realizaram-se diluicdes decimais sucessivas em solucéo de Ringer (Biokar Diagnostics,
Allone, Franca), que foram posteriormente incubadas em meio PCA (do inglés, Plate Count Agar;
Biokar Diagnostics, Allone, Franca) a 30 °C durante 72 h e contabilizadas com recurso a Equagéo
7.1.

7.2.4. Microrganismos patogénicos

As bactérias Staphylococcus coagulase positivas foram contabilizadas segundo a norma
ISO 6888-2:2021, em meio de cultura RPF (do inglés, Rabbit Plasma Fibrinogen; Biokar
Diagnostics, Allone, Franga) apos incubagdo a 37 + 1 °C durante 36—48 h. Os coliformes foram
contabilizados em meio VRBA (do inglés, Violet Red Bile Agar; Biokar Diagnostics, Allone,
Franca) ap0s incubacado a 30 + 1 °C durante 24 + 2 h, de acordo com a norma ISO 4832:2006.
Por fim, as contagens de Escherichia Coli (E. Coli) foram determinadas segundo a norma ISO
16649-1:2018, em meio TBX (do inglés, Tryptone Bile X-Glucuronide; Biokar Diagnostics, Allone,
Franca) apés incubac@o 44 + 1 °C durante 18-24 h. As contagens de todos o0s grupos

patogénicos foram determinadas com recurso a Equacéo 7.1.

7.3. Isolamento das estirpes de BAL autoctones

As estirpes de BAL autdctones foram isoladas a partir de polpa de TV, que foi diluida
(diluicbes decimais seriadas) em triptona sal, plagueada em meio MRS agar e incubada, em
condic¢des anaerobias, a 30 °C durante 72 h para o isolamento de 5-10 colénias a partir de cada
diluicdo contavel. As coldnias isoladas foram sucessivamente repicadas em meio MRS liquido
para garantia da respetiva pureza e, posteriormente, conservadas sob congelacéo (—80 °C) em
meio MRS liquido com 50 % glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) como crioprotetor.

7.4. Congelacéo e ativacado de estirpes puras de BAL

O meio de congelacéo consistiu em meio MRS liquido e glicerol, na proporgdo 1:1. Ca. 1
mL do meio foi adicionado aos tubos de congelagéo (Cryovial) previamente esterilizados e, de
seguida, inocularam-se as respetivas estirpes bacterianas nos referidos tubos com o auxilio de
uma ansa. Finalmente, as estirpes foram mantidas congeladas a —80 °C numa camara
refrigerada (MediCool 4-door MPR-411FR, SANYO, Osaka, Japdo) até a sua analise™.

A ativacdo das estirpes consistiu na sua inoculacdo em meio MRS liquido e posterior
incubacédo a 30 °C durante 24 h. Este procedimento foi repetido, pelo menos, duas vezes e, para
confirmar a pureza das estirpes, foram transferidos 0,2 mL da cultura em caldo para meio MRS

agar e incubados durante 24 h a 30 °C.

7.5. Caracterizacéo e identificacdo das estirpes autéctones

7.5.1. Exame afresco
O exame a fresco consistiu na analise microscépica dos microrganismos vivos, durante a

qual foi possivel observar a sua morfologia e mobilidade’®. Em condicGes de assepsia, colocou-
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-se uma gota de agua destilada sobre uma lamina de microscopio, a qual se adicionou
posteriormente col6nias bacterianas. A suspensao foi coberta cuidadosamente com uma lamela
e posteriormente observada ao microscépio 6tico (Leitz Dialux 20, Leica Microsystems, Wetzlar,

Alemanha) sob objetiva de 40x.

7.5.2. Teste dacatalase

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma enzima intracelular capaz de degradar o H202 em agua e
oxigénio molecular. Este teste consistiu na deposigdo de uma gota de dgua oxigenada sobre
uma lamina de microscopio e a posterior adicdo de uma col6nia bacteriana, em condi¢Ges de
assepsia. A formacédo de bolhas aquando da mistura entre a col6nia e a agua oxigenada é
indicativo da presenca da enzima catalase. Contrariamente, a auséncia de formagéo de bolhas

traduz um resultado negativo, o qual assinala a auséncia de catalase’’3,

7.5.3. Teste de hidroxido de potassio

O teste de reacao ao hidroxido de potassio € um método simples e eficaz para diferenciar
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em alternativa ao teste da coloracdo de Gram?2.
Este método avalia a resisténcia da parede bacteriana a agéo de lise provocada pelo KOH4,
Este teste foi realizado sob condi¢cdes de assepsia e consistiu ha deposicdo de uma colénia
bacteriana sobre uma gota de KOH 3% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), previamente
aplicada numa lamina de microscopio. De seguida, examinou-se a viscosidade da amostra com
o auxilio de uma ansa. A parede celular das bactérias Gram-negativas nao € resistente a solugéo
de KOH 3%, pelo que ocorre lise celular durante o teste, evidenciado pela formagédo de um fio
viscoso (resultado positivo). Por outro lado, as bactérias Gram-positivas possuem uma parede
celular mais resistente a acdo de KOH 3%, pelo que ndo ha libertacdo do seu material genético

e, portanto, ndo se observa mudanca de viscosidade (resultado negativo)’.

7.54. Método API

O indice de Perfil Analitico (API, do inglés Analytical Profile Index) é um método facil,
rapido e fiavel de identificacdo microbiana, que se baseia num conceito de identificagdo numérica.
Este método realiza-se através de galerias constituidas por varios testes bioquimicos individuais
com diversos quimicos desidratados em pequenos pogos, onde sdo inoculadas as suspensdes
bacterianas puras. Existem diferentes kits API (entre eles, o0 50 CHL) que apresentam diferentes
testes bioguimicos consoante os grupos de bactérias em estudo’. Atualmente, a estas galerias
esta associada uma ferramenta de software, o apiweb™ (no caso da BioMérieux), que facilita a

identificacdo microbiana.

O kit APl 50 CHL (BioMérieux S.A, Marcy L‘Etoile, Franca) é direcionado para a
identificacdo de BAL (nomeadamente, Lactobacillus e géneros relacionados) e permite testar
facilmente a fermentacéo de 49 hidratos de carbono. Uma galeria API 50 CHL é composta por 5
faixas, cada uma constituida por 10 pocos com diferentes substratos de hidratos de carbono
(Figura 7.1). Cada poco € inoculado com a suspensao bacteriana e, durante a incubagéo, os

hidratos de carbono (que séo fermentados em acidos) provocam um decréscimo do pH, detetavel
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pela mudanca de coloracdo. O conjunto de resultados traduz o perfil bioquimico da estirpe

testada e é usado para a respetiva identificagdo através do software apiweb™ 7>,

Figura 7.1 | Galerias API 50 CH.

O indculo foi preparado segundo as indicagSes do fabricante™, tendo-se transferido
assepticamente uma cultura pura de cada estirpe do meio MRS agar onde tinha sido cultivada
para uma ampola de meio API 50 CHL, até esta obter uma turbidez equivalente a 2 na escala de
McFarland. De seguida, esta suspenséo foi transferida para os po¢cos com uma micropipeta
esterilizada e cobertos com 50 pL de 6leo de parafina. O primeiro poco da tira foi usado como
controlo. Finalmente, a galeria foi incubada a 37 °C durante 48 h e, ap6s incubacao, cada poco
foi observado relativamente a mudancas de cor. Um resultado positivo foi confirmado pela
mudanca da cor do indicador roxo de bromocresol de roxo para amarelo, com excec¢ao do poco
n° 26 (teste de hidrélise de esculina), cujo resultado positivo provocou a mudanca da cor roxa
para preto. Na auséncia de mudangas de cor, considerou-se um resultado negativo. Os
resultados foram introduzidos e analisados no software de identificagdo apiweb™ (BioMérieux
v5.1, Marcy L’Etoile, Franga), que inclui uma base de dados capaz de identificar de forma viavel

ca. 600 espécies de bactérias e leveduras, incluindo espécies de Lactobacillus.

7.5.5. Extracdo do DNA para sequenciagdo genémica

Para a extracao do DNA das estirpes de BAL, suspendeu-se cada col6nia bacteriana em
tampdo PBS (do inglés, Phosphate Buffered Saline; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)
esterilizado, ao qual se seguiu a aplicagdo de gotas da suspensdo num cartdo FTA (do inglés
Flinders Technology Associates) e a posterior secagem durante 2 h a temperatura ambiente.
Apbs a secagem completa das amostras, estas foram armazenadas num saco de plastico a
temperatura ambiente e enviadas para os laboratérios StabVida.

Nos laboratérios StabVida, procedeu-se a amplificacdo do fragmento genémico 16S rDNA
(Figura 7.2) por PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction), tendo-se, para tal, utilizado os
primers universais 27F (5'GAGTTTGATCATGGCTCAG3') e 1492R
(5'GGTTACCTTGTTACGACTT3').
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27F 518F
SO0R 1492R

D Regides hipervariaveis - Regides constantes

Figura 7.2 | Representagdo esquematica do gene 16S rDNA bacteriano e da localizagdo dos
primers de sequenciacdo. O produto de PCR resultante foi sequenciado utilizando os quatro primers
representados. A sequéncia consensus foi obtida a partir da unido de toda a regido amplificada.

De seguida, sequenciou-se o DNA dos produtos amplificados através do método de
Sanger’®, em ambos os sentidos, tendo-se recorrido ao kit BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) com os primers universais 27F, 518F
(5'CCAGCAGCCGCGGTAATACGYT), 800R (5TACCAGGGTATCTAATCC3) e 1492R,
conforme o protocolo do fabricante. Posteriormente, efetuou-se o alinhamento das sequéncias
obtidas para originar uma sequéncia consensus. Por fim, com recurso a ferramenta
bioinformatica BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool -
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), comparou-se a sequéncia consensus de cada estirpe com
as diversas sequéncias anotadas na base de dados NCBI (do inglés National Center of
Biotechnology Information), o que possibilitou a identificacdo das estirpes. No final, os produtos
amplificados foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1,5% a 120 V durante 20

minutos e, posteriormente, visualizados sob luz ultravioleta.

8. Determinac0es fisico-quimicas e avaliacdo sensorial

8.1. Teor de humidade

O teor de humidade foi determinado segundo a norma NP—875 (1994) e corresponde a
perda de massa seca a + 105 °C até massa constante. Os resultados médios, expressos em %
(m/m), resultaram de 3 determinac¢8es por amostra utilizando a seguinte equagéo (Equacao 8.1):

) (mc + ma) — mf
Teor de humidade = BEEEve— x 100

Equacédo 8.1 | Equacéo para a determinagéo do teor de humidade (%), em que mc corresponde a
massa da placa de vidro (em g), ma & massa da amostra (em g) e mf a massa final (em g).

8.2. pH

O pH foi determinado com recurso a um potenciémetro (Crison micro pH 2001, Barcelona,
Espanha), previamente calibrado a temperatura ambiente, com solugdes tampao de pH = 4 e pH
= 7 (Carlo Erba Reagents, Val-de-Reuil, Franca). Os valores médios de pH resultaram de 3

determinagfes por amostra.

8.3. Teor de sélidos soluveis (TSS)

O TSS foi determinado com recurso a um refratbmetro digital (Atago Palette PR-201,
Téquio, Japdo), previamente calibrado com agua destilada. Os valores médios, expressos em

°Brix, resultaram de 3 determinacdes por amostra.
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8.4. Acideztitulavel (AT)

A AT foi determinada de acordo com a norma NP-1421 (1977), com ligeiras alteragdes.
Inicialmente, misturou-se 5 g de polpa de TV com agua destilada num baldo de 50 mL. Tomas
desta solugéo (10 mL) foram tituladas, sob agitacéo continua, com uma solu¢éo de NaOH 0,1 M
(Honeywell, Charlotte, Carolina do Norte, EUA) até pH = 8,2, com recurso a um titulador
automatico (Metrohm 665 Dosimat, Sdo Paulo, Brasil), anotando-se o volume de NaOH gasto.
Os valores médios de AT, expressos em gramas de acido latico por 100 g de produto fresco (g
AL/100 g PF), resultaram de 3 determinacfes por amostra e foram calculados segundo a
seguinte equacédo (Equacéo 8.2):

_ (Vtotal X VNaOH)/Vtoma
massa amostra

AT x 0,1 x 0,090 x 100

Equacédo 8.2 | Equacdo para a determinagéo da AT (g AL/100 g PF), em que Viota corresponde ao
volume total de amostra (em mL), Vnaon corresponde ao volume adicionado de NaOH (em mL), Vioma
corresponde ao volume da toma para analise (em mL), 0,1 corresponde & normalidade da solucdo de NaOH
e 0,090 corresponde a constante que permite expressar os valores de AT em gramas de &cido latico.

8.5. Preparacéo de extratos metandlicos

Os extratos metandlicos utilizados nas determinacdes do conteudo fendlico total (CFT) e
da atividade antioxidante (AOx) foram preparados a partir da mistura de 1:8 (p:v) de polpa de TV
com metanol 100% (Honeywell, Charlotte, Carolina do Norte, EUA), homogeneizada a 20 000
rpm durante 1 min (Polytron Ultra—Turrax T 25 basic, IKA—-Werke, Staufen, Alemanha) e incubada
durante 10 minutos em banho de ultrassons (Sotel Branson 2200 Ultrasonic Cleaner). Apés o
armazenamento da mistura overnight em ambiente refrigerado (4 + 1 °C), seguiu-se a sua
centrifugacdo a 7000 rpm durante 20 minutos a 4 °C (Sorvall RC5C, rotor SS34, Sorvall
Instruments), com recolha do sobrenadante (extratos) em tubos Falcon, que foram
posteriormente congelados a —20 °C (Large Upright AEG OKO_ARCTIS Freezer). Antes da

andlise, os extratos foram previamente armazenados a 5 °C durante 24 h.

8.6. Conteudo fendélico total (CFT)

A determinacédo do CFT baseia-se na reagao colorimétrica promovida pelo reagente Folin-
Ciocalteu e foi efetuada como descrito por Swain & Hillis (1959), com algumas modificages.
Este reagente, que apresenta uma cor amarela na sua forma oxidada, reduz-se na presenca de

compostos fendlicos e forma um complexo de cor azul®°.

Para o efeito, adicionaram-se 2400 uL de agua destilada, 150 yL de extrato (cf. 8.5) e
150 pL do reagente Folin-Ciocalteu 0,25 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) em tubos
de ensaio. Agitou-se a mistura e, apés 3 minutos, adicionou-se 300 pL de carbonato de sédio 1
M (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, EUA), tendo-se seguido um periodo de espera
de 2 h no escuro, a temperatura ambiente. As leituras espectrofotométricas foram efetuadas a
A =725 nm (Espetrofotometro Jas.co V-530 UV/Vis, Japéo). Os resultados médios foram
calculados através da Equacéo 8.3 e expressos em mg de equivalentes de acido galico por 100
g de produto fresco (mg EAG/100 g PF):
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Abs -b volume extrato + peso amostra
CFT=( 725nm )x( P )x FD x 100
peso amostra

Equacdo 8.3 | Equagdo para a determinagdo do CFT (mg EAG/100 g PF), em que m e b
representam o declive e a ordenada na origem da reta de calibragéo, respetivamente, e FD o fator de
dilui¢éo.

Os célculos basearam-se na interpolagdo dos valores de absorvancia utilizando uma reta
de calibragdo com &cido gélico (Panreac Quimica AS, Barcelona, Espanha), para a qual foram
preparadas diversas solugbes padrdo com metanol 100%, por sucessivas diluicbes, na gama
0,004-0,600 mg/mL. Estas solu¢gbes foram submetidas ao mesmo doseamento e permitiram

construir as retas de calibracdo apresentadas no Anexo A —.

8.7. Atividade antioxidante (AOx)

A AOx foi determinada através do método de DPPH e baseou-se nos procedimentos
descritos por Arnao et al. (2001) e Brand-Williams et al. (1995), com algumas modificacdes. Este
método utiliza o radical livre estavel de azoto DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), cuja cor roxa se

altera para amarelo apés respetiva redugdo na presenca de compostos antioxidantes®3,

O radical DPPH (TCI Chemicals, Zwijndrecht, Bélgica) foi previamente diluido em metanol
(1:4,5, v:v) de modo a apresentar uma absorvancia inicial de 1,10 + 0,02 a A = 580 nm. A mistura
de reacéo foi preparada a partir de 150 pL de extrato (cf. 8.5) e de 2850 pL da solugéo preparada
de DPPH, e incubada a temperatura ambiente durante 2 h no escuro. ApGs este periodo de
reacdo, a reducdo da absorvancia foi medida espetrofotometricamente a A = 580 nm
(Espetrofotometro Jas.co V-530 UV/Vis, Japdo). Foi igualmente preparada uma reta de
calibracdo com vérias solu¢cfes padrao de Trolox (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), na
gama 82-10 000 uM (Anexo B —), submetidas ao mesmo doseamento. Os resultados foram
expressos em UM de equivalentes de Trolox por 100 g de produto fresco (UM ET/100 g PF) e

calculados através das seguintes equacdes (Equacgdes 8.4):

ADPPH = AbssggnmDPPH — Abssgg,mamostra

ADPPH - b volume extrato + peso amostra
AOx = ( ) X (

)x FD x 100
peso amostra

Equacdes 8.4 | Conjunto de equagdes para a determinagéo da AOx através do método DPPH (UM
ET/100 g PF), em que ADPPH corresponde ao decréscimo da Absssonm, AbsssonrmDPPH a absorvancia da
solugdo de DPPH preparada, Absssonmamostra a absorvancia da amostra, m e b ao declive e ordenada na
origem da reta de calibracado, respetivamente, e FD ao fator de diluigdo.

8.8. Paradmetros colorimétricos CIELab

A cor das polpas de TV foi avaliada no sistema CIELab (lluminante C), com recurso ao
colorimetro Minolta Chroma Meter CR-300 (Osaka, Jap&o), cuja calibragéo foi efetuada com um
padrao branco de referéncia (L* = 97,10; a* = 0,19; b* = 1,95). No sistema CIE, o valor de L*
representa a luminosidade e traduz a variacdo entre escuro e claro, em que 0 equivale a preto e
100 a branco. O valor de a* traduz a variagdo entre vermelho (+60) e verde (—60) enquanto o
valor de b* traduz a variacdo entre amarelo (+60) e azul (—60), com ambas as coordenadas a

aproximarem-se de 0 para cores neutras (branco, cinzento e preto)®. Para cada replicado, foram
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efetuadas 5 medicBes. Posteriormente, foram calculados os parametros de tonalidade (°h), indice
de escurecimento (WI) e diferenca total de cor (DTC). Na Figura 8.1 esté ilustrado um esquema

do modelo do sistema espacial de cromaticidade CIELab.

o

Figura 8.1 | Modelo do sistema espacial de cromaticidade CIELab, com ilustragéo das coordenadas
L*, a* e b*, assim como os parametros C* e °h. Retirado de Mouw (2018).

A tonalidade da cor é transmitida pelo angulo °h (Equacdes 8.5), que varia pelos eixos dos
parametros a* e b*, com o angulo 0° a corresponder ao vermelho, o angulo 90° ao amarelo, o

angulo 180° ao verde e o angulo 270° ao azul®.

()

%h = X 360, *>0eb*>0
6,2832 sea ~ e
(%)
°h =1 — 2 x *
80 + 6.2832 360, sea* <0
an (%)
°h = 360 + ———=—+% X% 360, *>0eb*<0
+ 6,2832 sea e

Equacdes 8.5 | Conjunto de equagdes para a determinacdo do parametro °h.

Segundo Bolin & Huxsoll (1991), o parametro WI traduz a maior ou menor presenca de

branco a superficie da amostra, de acordo com a seguinte equacgédo (Equacao 8.6):

WI = 100 — \/(100 —L)2+a*? 4+ b*?
Equacéo 8.6 | Equacéo para determinagdo do parametro WI
Finalmente, o parametro DTC traduz as varia¢des da cor entre uma dada amostra e uma
amostra referéncia e cujas classificacbes encontram-se explicitadas na Tabela 8.1 8. Este

parametro indica a magnitude da diferenca de cor entre amostras, facilitando a sua comparag&o®,

e pode ser obtido através da seguinte expressdo matematica (Equacao 8.7):

AE = /(I = L)% + (a" — ap)? + (b" — by)?

Equacdo 8.7 | Equagdo para a determinagdo do parametro DTC. Os valores de L%, a’% e b%
correspondem a média das leituras da cor no dia 0, usado como referéncia.
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Tabela 8.1 | Classificagdo detalhada do nivel de diferencas obtido através do DTC. Adaptado de
Allegretti et al. (2009).

DTC Grau de diferencas
0-0,2 Impercetivel
0,2-0,5 Muito pequena
05-15 Pequena
15-3 Distinta
3-6 Muito distinta
6-12 Grande
>12 Muito grande (cores diferentes)

8.9. Perfil fendlico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Os extratos utilizados na determinacdo do perfil fendlico foram preparados a partir da
mistura de 1:4 (p:v) de polpa de TV com metanol 100% e como descrito na sec¢do 8.5. Antes da
andlise cromatogréfica, a preparacdo das amostras foi finalizada com recurso a uma destilagéo

simples (para evaporar o metanol) e a uma filtragéo (com recurso a filtros de 0,45 mm).

O perfil fendlico (e respetiva identificagdo dos picos) foi determinado através do método
cromatografico HPLC-PDA, segundo Barros et al. (2012), com algumas modificacBes. As
determinagfes foram efetuadas a temperatura ambiente num sistema Alliance (Waters 2690
Separations Module, Milford, Massachusetts, EUA) equipado com um detetor PDA (do inglés,
Photodiode array) (Waters 996, Milford, Massachusetts, EUA), com recurso a uma coluna
Spherisorb ODS2 C18, 5 pm (4.6 mm x 250 mm) (MZ Analysentechnik, Mainz, Alemanha). As
fases moveis foram constituidas por 0,1% de acido férmico diluido em agua (solvente A) e
acetonitrilo (solvente B). As amostras e os padrdes externos, cujo volume de injecédo foi de 20
uL, foram eluidos segundo o gradiente: 0/10, 5/15, 10/25, 20/35, 25/50, 35/50, 40/10, 50/10 (min
/ % solvente B), sob um fluxo de 0,5 mL/min. A aquisi¢cdo de dados foi realizada pelo software
Waters Millennium 3.2 (Milford, Massachusetts, EUA), tendo-se obtido cromatogramas a 280 nm
e 340 nm. Os compostos fendlicos foram identificados por comparacéo dos tempos de retencéo
e do espetro UV/Vis (190-600 nm) das amostras e dos padrbes externos utilizados (acidos gélico,
clorogénico, p-cumarico, sinapico, t-cindmico, ferudlico e p-hidroxibenzéico, rutina, quercetina,

quercetina-3-b-D-glucésido e cianidina-3,5-di-O-glucésido).

8.10. Painel Sensorial

Para a avaliacdo das caracteristicas organoléticas dos produtos fermentados, recorreu-se
a um painel constituido por 10 provadores. As analises foram realizadas nas instalacées da UTI—
INIAV, em cabines individuais com luz branca, & temperatura ambiente, de acordo com as
recomendac¢des da norma ISO 13299:2016. Todas os fermentados de TV foram servidos em
copos de vidro, codificados com trés digitos de forma aleatéria. O teste utilizado segundo o
método de escala heddnica considerou a avaliagédo das seguintes caracteristicas: Cor, Aparéncia,
Aroma, Consisténcia, Sabor, Homogeneidade e Apreciacdo Global, com recurso a uma escala
crescente de 5 pontos®, onde o valor 1 representa o0 minimo de apreciacdo correspondente a

“desgostei muito”, 2 a “desgostei”, 3 a “ndo gostei nem desgostei”, 4 a “gostei” e 5 a “gostei muito”.
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Foi ainda pedido aos provadores para anotarem nas fichas de prova a descricdo dos aromas
apercebidos e as amostras mais e menos apreciadas. No Anexo C —, encontra-se exemplificada

uma ficha de prova utilizada para uma das andlises sensoriais.

9. Anédlise Estatistica

A analise estatistica foi efetuada através do software Statistica™ v8.0 (2007) da StatSoft
Inc. As variaveis quantitativas (amostras independentes) foram comparadas através da analise
de variancia (one-way ou factorial ANOVA) e as diferencgas significativas entre as médias dos
parametros medidos foram determinadas a p = 0,05 através do teste Tukey’s HSD. Recorreu-se
também a correlagdo de Pearson para avaliar a relagéo entre CFT e AOx e entre 0s parametros

colorimétricos.

26



Caracterizacdo da matéria-prima e de estirpes de BAL

1. TRABALHO EXPERIMENTAL —
DELINEAMENTO, RESULTADOS E
DISCUSSAO

Na Figura 9.1 encontra-se ilustrado um esquema da planificacdo geral dos ensaios

Caracterizagdo da matéria-prima (TV) e de estirpes de BAL

Parametros fisico-quimicos e grupos microbianos

realizados.

Isolamento e identificagcdo molecular da microbiota latica e de estirpes de
BAL al6ctones

7 estirpes de BAL endogenas
+

2 estirpes de BAL da cole¢ao do INIAV

Potencial probiético in vitro

Tolerancia a adi¢ao de solanina (200 ppm)

Ensaios de Fermentacgéo

Influéncia do tratamento térmico

espontin'ea

5 estirpes de BAL aléctones como starters

2 estirpes de BAL aléctones como starters + Adigao de 2,5% NaCl

controlaéa

Fer

2 estirpes de BAL com potencial probiético in vitro

Figura 9.1 | Planificagdo geral dos ensaios.

10. Caracterizacdo da matéria-prima e de estirpes de BAL

Nesta seccdo inicial, relnem-se o0s resultados da caracterizagdo fisico-quimica e da
avaliagdo dos grupos microbiologicos do TV; da identificagdo (bioquimica e gendmica) de
estirpes de BAL isoladas e caracterizadas da microbiota do TV e pertencentes a cole¢cdo do
INIAV; e ainda do estudo dos respetivos potenciais probidticos in vitro e tolerancia a adicdo de

solanina.

10.1. Parametros fisico-quimicos e grupos microbianos

Metodologia

Foram caracterizados 3 tipos de amostras (= 500 g cada), preparados em triplicado:
amostras da categoria verde (Id: “Verde”), amostras da categoria intermédia (Id: “Intermédio”) e
amostras constituidas pela mistura das anteriores, na proporgao 1:1 (Id: “Mistura”). Esta Ultima
foi assim constituida por corresponder, em média, a distribuicao relativa das duas categorias de

frutos no campo (%). Os frutos foram homogeneizados (cf. 6.2) e as respetivas polpas foram
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analisadas face ao teor de humidade, pH, AT, TSS, CFT, AOx e perfil fendlico. Na caracterizacdo
microbioldgica dos frutos identificados como “Mistura”, foram avaliadas as contagens relativas a
microrganismos a 30 °C, BAL, B&L, coliformes, Staphylococcus coagulase positivas e E. Coli (cf.
7.2).

Teor de humidade, pH, AT, TSS, CFT e AOx
de humidade, de ca. 92%, foi

independentemente do estado de maturacéo dos frutos. O TSS das amostras “Verde” (6,2 °Brix)

O teor semelhante para todas as amostras,
foi inferior ao das amostras “Intermédia” (6,9 °Brix), refletindo a diferenca nos estados de
maturacéo dos frutos. O TSS avaliado na “Mistura” (6,2 °Brix) resultou num valor semelhante ao
das amostras “Verde”. As amostras “Verde” apresentaram valores de pH e AT de 4,2e 0,87 g
AL/100 g PF, respetivamente, enquanto as amostras “Intermédio” exibiram um pH = 4,1 e uma
AT de 0,96 g AL/100 g PF. Estes parametros apresentaram variacdes minimas entre amostras
(ca. 0,1 unidades), refletindo, contudo, a diminuicdo do pH (e aumento da AT) das amostras
“Verde” para “Intermédio”. Os resultados de pH e de AT para a “Mistura” (4,1 e 0,98 g AL/100 g
PF, respetivamente) aproximaram-se dos resultados das amostras “Intermédio”. Os valores de
CFT e AOx das amostras “Verde” (ca. 37 mg EAG/100 g PF e ca. 694 umol ET/100 g PF,
respetivamente) foram significativamente inferiores aos valores obtidos para as amostras
“Intermédio” (ca. 47 mg EAG/100 g PF e ca. 1443 pmol ET/100 g PF, respetivamente). Os
resultados destes parametros para a “Mistura” foram intermédios (ca. 41 mg EAG/100 g PF e ca.
1018 pmol ET/100 g PF, respetivamente).

O tomate, independentemente do estado de maturacdo e da variedade, apresenta,
normalmente, valores elevados de humidade, na gama de 90-95% de &gual’, tal como os
resultados das amostras testadas. Para os restantes parametros fisico-quimicos, sdo reportados
valores variaveis consoante a variedade (Tabela 10.1). Os valores obtidos para o pH e a AOx
encontram-se proximos dos reportados, enquanto os valores obtidos para os restantes
parametros (TSS, AT e CFT) foram superiores aos referidos na literatura. De salientar ainda que
a possivel razéo pelo aumento de AOx das amostras “Verde” para as amostras “Intermédio” é a
maior quantidade de licopeno (composto que contribui positivamente para a AOx) em frutos com
estados de maturagcdo mais avancados (categoria intermédia).

Tabela 10.1 | Valores reportados na literatura para os parametros TSS, pH, AT, CFT e AOx, em
TV (categoria verde).

Parametro Variedade Referéncia

4,4 Zinac Pinheiro et al. (2013)%?

93

TSS (°Brix) 4,9 San Marzano Pataro et al. (2015)
5,0 Raisa e Santa Clara Ferreira et al. (2010)%
3,6-4,6 Sakura, Sunstream e Mathew Duma et al. (2015)%
4,2 Zinac Pinheiro et al. (2013)%
pH 3,9 San Marzano Pataro et al. (2015)%
4,2 Raisa e Santa Clara Ferreira et al. (2010)%
AT

0,5-0,7 Sakura, Sunstream e Mathew Duma et al. (2015)%

(9/100g &cido citrico)
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Parametro Variedade Referéncia
CET 25,4 Zinac Pinheiro et al. (2013)%
(mg EAG/100g) 21,1 Zinac Pinheiro et al. (2009)%
26,7 San Marzano Pataro et al. (2015)%
AOx . . .
706,45 + 27,80 Zinac Pinheiro et al. (2009)%

(umol ET/100g)

Diversos estudos realizados em diferentes matrizes vegetais tém reportado uma
correlacdo positiva entre CFT e AOX, pelo que os compostos fendlicos sdo usualmente
apontados como 0s principais responsaveis pela atividade antioxidante dos HF°*~%°, Por este
motivo, a avaliagcdo do CFT é, normalmente, considerada um método fidvel para prever a AOXx in
vitro®, Contudo, a contribuicdo dos compostos fendlicos na AOx ainda n&do se encontra
totalmente esclarecida®%!, sabendo-se apenas que a expressdo da AOx pode ser uma
consequéncia do efeito sinérgico entre varios compostos fendlicos, ndo devendo ser atribuida

especificamente a um Gnico composto®?,

Portanto, foi ainda estudada a relagédo entre o CFT e a AOx das amostras (Tabela VI.1,
Anexo D -), tendo-se obtido uma correlacdo positiva elevada entre os parametros: r = 1,00 (p <
0,05) para as amostras “Verde” e “Mistura” e r = 0,89 (p > 0,05) para as amostras “Intermédio”.
Desta forma, concluiu-se que a AOx das amostras se deve, em grande parte, & composicao
fendlica, independentemente da fase de maturacgao dos frutos. Contudo, para além dos polifenais,
existem outros compostos que podem contribuir para a AOx das amostras, entre eles vitaminas
antioxidantes (como o acido ascorbico) e carotenoides (nomeadamente, licopeno e B-
caroteno)!®104 A acrescer, a existéncia de efeitos sinérgicos ou antagdnicos entre os diversos

compostos fendlicos pode também influenciar significativamente a AOx%,

Existem estudos contraditdrios sobre a relagdo entre os compostos fendlicos e a atividade
antioxidante de diversos HF%* apesar da maioria dos estudos observarem uma elevada
correlacéo entre os dois parametros®’196107 h3 autores que reportam uma fraca correlagdos ou
a inexisténcia de uma correlagao direta'®®. Em particular, Fuentes et al. (2013) reportaram uma
correlacdo positiva e significativa entre CFT e AOx determinada pelo método DPPH (r = 0,99)
tanto para tomate maduro como para tomate verde. Resultados semelhantes foram igualmente
reportados para extratos de tomate de diferentes variedades, onde também se verificou uma

correlacgéo positiva entre o CFT e a AOx, com valores de r = 0,941 r = 0,731 e r = 0,84112,

Perfil fendlico

Na avaliagdo sumaria do perfil fendlico (Figura 10.1), foram detetados 6 compostos,
comuns a todas as amostras, classificados em duas classes: acidos fendlicos e flavonoides.
Entre os &cidos fendlicos, destacou-se a prevaléncia dos acidos hidroxicindAmicos como os acidos
clorogénico (pico 1), p-cumarico (pico 4) e ferdlico (pico 5). Relativamente aos flavonoides, foram
identificados compostos pertencentes a dois grupos: flavondis e flavanonas. Entre os flavonais,
foram sempre identificados os compostos rutina (pico 2) e quercetina-3-p-D-glucésido (pico 3).

Foram ainda encontrados outros flavonois glucosilados néo identificados, suspeitos de formas
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glucosiladas de quercetina e de kaempferol (15 min < tr < 23 min). A (z)-naringenina (pico 6) foi
a Unica flavanona identificada nos trés tipos de amostra analisadas. Verificou-se ainda a
presenca de outros compostos nado identificados, mas cujos espectros UV-Vis permitiram
qualifica-los como derivados de acidos fendlicos (picos A, C e D) e derivado de catequina (pico
B; flavan-3-ol). Todos os compostos referidos (picos 1-6) foram identificados nos trés tipos de
amostra, porém séo expectaveis variagdes no respetivo contetido em funcao do tipo de amostras.
A titulo exemplificativo, a presenca de &cido clorogénico (pico 1) foi mais evidente na amostra
“Verde” face as amostras “Intermédio” e “Mistura” (tomando a altura ou area do pico). A
semelhanca, 0s quantitativos relativos ao composto (t)-naringenina (pico 6) mostraram
diferencas entre amostras, com picos mais expressivos nas amostras “Intermédio” e “Mistura”

comparativamente a amostra “Verde”.

De acordo com a literatura, o &cido clorogénico apresenta-se como o principal e mais
estudado composto fendlico do tomate!*®-116 enquanto os flavonoides sdo representados pelas
flavanonas (derivados de naringenina glucosilados) e flavondis (derivados de quercetina, rutina
e kaempferol glucosilados)!'4117-120, Face ao exposto, a avaliagdo sumaria do perfil fendlico das

amostras de TV analisadas foi concordante com os estudos referidos.

(a) 1=280 nm
0,201 Verde
2 0,104 A B 14
3,5 6
0,00+ /
Intermédio
0,10
3 A B ¢ . 34
MM
0,004 Y f———
Mistura
0101 A g 2 4 6
1 35
0,00 =/ r . r . . . . . .
200 1000 1200 1400 16,00 1800 2000 2200 2400 2600 2300 30,00
Minutes
(b) 1=340 nm
0,104 2
1 Verde
30.05-

0,00

0,101

2 g5

0,00+

0,10 Mistura

3005-
' e 1 || 345 ° 6

0,00

2,00 o 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30,00
Minutes
Figura 10.1 | Cromatogramas de HPLC-DAD para as amostras “Verde”, “Intermédio” e “Mistura” a
(&) A =280 nm e (b) L = 340 nm. Identificagcdo dos picos: 1 - acido clorogénico; 2 - rutina; 3 - quercetina-3-
B-D-glucésido; 4 - acido p-cumérico; 5 - &cido ferdlico; 6 - (x)—naringenina; A, C e D — derivados de acidos
fendlicos ndo identificados; B — derivado de catequina (flavan-3-ol) ndo identificado.
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Contagens microbiolégicas

As contagens médias de cada grupo microbiolégico avaliado (microrganismos a 30 °C,
BAL, B&L, coliformes, Staphylococcus coagulase positiva e E. Coli) encontram-se ilustradas na
Figura 10.2.

Para a amostra “Mistura” analisada, a contagem das popula¢des de microrganismos a 30
°C, BAL e B&L exibiu niveis médios (ca. 6,7, 6,1 e 4,4 log UFC/mL, respetivamente). Foram
igualmente contabilizados niveis médios de coliformes, ca. 5,3 log UFC/mL. Os grupos
Staphylococcus coagulase positiva e E. Coli ndo foram detetados na amostra analisada,

conferindo seguranca microbiolégica a matriz vegetal.

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) estabeleceu valores guia para
as contagens de diversos grupos microbioldgicos, consoante o género alimenticio*?*. No caso
dos HF (Grupo 3), as contagens microbianas ndo devem exceder 6-8 log UFC/mL para
microrganismos a 30 °C, 3-6 log UFC/mL para B&L, 2—4 log UFC/mL para coliformes e 1-2 log
UFC/mL para Staphylococcus coagulase positiva. Por outro lado, ndo devem ser detetados

quaisquer niveis de E. Coli para garantir um nivel de qualidade microbiol4gica satisfatério.

71 BZAMic 30°C
ESJBAL

N

11NN

7

o

Coliformes
EZH] Staph
EEHE Coli

Contagens microbiolégicas (Log UFC/mL)

Figura 10.2 | Contagens médias dos grupos microbiolégicos: microrganismos a 30 °C, BAL, B&L,
coliformes, Staphylococcus coagulase positivas e E. Coli, para a amostra “Mistura” de frutos. As barras
verticais indicam o intervalo de confianga de 95%.

Consideracdes intercalares

— A mistura de ambas as categorias, na proporc¢do 1:1, sera usada como substrato
fermentativo porque, para além de refletir a distribuicdo relativa dos frutos
desaproveitados no campo, os respetivos parametros fisico-quimicos nao diferem
de forma expressiva face aos das amostras “Verde” e “Intermédio”.

— Os niveis de microrganismos a 30 °C, BAL, B&L e coliformes contabilizados na
amostra “Mistura” refletem valores aceitaveis, eliminando, assim, a hipotese de
contaminagéo elevada dos frutos desaproveitados. Por outro lado, a auséncia de
microrganismos patogénicos (Staphylococcus coagulase positiva e E. Coli) reforca
a possibilidade de valorizacdo alimentar destes frutos.
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10.2. Caracterizacao e identificacdo molecular da microbiota
latica
Objetivo
e Isolar, caracterizar e identificar a microbiota latica predominante do TV, com vista a
utilizac&o de estirpes de BAL autéctones como CS na producgédo de fermentados desta
matriz.
e Confirmar a identificacdo de 9 estirpes de BAL selecionadas, das quais 2 pertencem
a colecdo bacteriana do INIAV (C244 e C1090) e as restantes 7 sdo autéctones,

previamente isoladas (BAL40, BAL49, BAL89, BAL82, BAL67, BAL97 e BAL94),

através da sequenciacdo do fragmento gendémico 16S rDNA.

Metodologia

Homogeneizados de TV (cf. 6.2), previamente preparados, foram diluidos em série em
triptona sal e, posteriormente, incubados em meio MRS agar a temperatura de 30 °C durante 72
h em condi¢Bes anaerdbias. Por avaliagdo do perfil fenotipico, selecionaram-se diversas colonias
bacterianas, que foram purificadas em meio MRS liquido e incubadas a 30 °C durante 48 h. Por
fim, as coldnias isoladas foram conservadas sob congelacao (80 °C; cf. 7.4) até posterior analise.
As culturas puras de BAL isoladas foram caracterizadas através de um exame a fresco
(observagdo microscépica da sua morfologia), do teste da catalase e do teste de KOH e
identificadas através do método API (cf. 7.5). De salientar que, aquando da realizacdo destes
testes de caracterizagdo, as estirpes congeladas foram previamente revitalizadas através de
sucessivas repicagens em meio MRS liquido (cf. 7.4).

A partir de colonias bacterianas isoladas de cada estirpe, extraiu-se o respetivo DNA
segundo o protocolo fornecido pela empresa StabVida, a qual se seguiu a respetiva amplificacédo
por PCR. A posterior sequenciacdo e determinacdo da sequéncia consensus de cada estirpe

possibilitou a respetiva identificagdo molecular (cf. 7.5.5).

Perfil fenotipico e bioquimico de estirpes de BAL autéctones

A partir da observagédo macroscopica das estirpes constituintes da microbiota latica do TV,
foram isoladas, pelas suas caracteristicas fenotipicas distintas, 55 estirpes de BAL. Estas
estirpes foram posteriormente caracterizadas e identificadas. Os resultados da caracterizacdo
efetuada através do exame a fresco, do teste da catalase e do teste de KOH sdo apresentados
na Tabela V1.2 (Anexo E —). Morfologicamente, foi possivel concluir que a maioria das estirpes
caracterizadas apresentaram a forma de bastonetes (= 75 %), variando na sua largura, tamanho
e forma de agregacao. Para além de bastonetes, foram igualmente observados Lactococcus (=
25 %), com diferengas ao nivel do tamanho e forma de agregacéo. Através dos testes da catalase
e do KOH (resultados negativos), concluiu-se que todas as estirpes isoladas eram catalase-

negativa e Gram-positivas, correspondendo aos perfis caracteristicos das BAL.
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Identificacdo bioquimica das estirpes bacterianas (método API)

Os resultados obtidos pelo método API (Tabela VI.3, Anexo E —) revelaram diferentes

padrdes fermentativos, o que indicia uma diversidade da microbiota latica do TV. Apesar dos

diversos padr6es fermentativos, D-glucose, D-frutose, D-manose, N-acetil-glucosamina, esculina

e celobiose foram os hidratos de carbono mais fermentados pela maioria das estirpes (> 90%

das estirpes fermentaram estes hidratos de carbono).

Para a identificacédo de cada estirpe bacteriana (Tabela 10.3), possibilitada pela introdugéo

destes conjuntos de resultados no software apiweb™, foi atribuido, segundo os critérios da

BioMérieux, um grau de fiabilidade consoante a percentagem de identificacdo, cujos intervalos

se encontram explicitados na Tabela 10.2.

Tabela 10.2 | Graus de fiabilidade para as percentagens de identificagéo obtidas pelo método API
(BioMérieux S.A, Marcy L‘Etoile, Franga).

Intervalo de % identificagcao

Classificagéo

<80 %
=80% e <90 %
290%e<99%
=Z99%e<99,9%

=99,9%

Fraca discriminacao
Identificacéo aceitavel
Boa identificagdo
Muito boa identificacéo

Excelente identificacdo

Tabela 10.3 | Identificagdo sugerida pelo método API 50 CHL para as estirpes isoladas, com as
respetivas percentagens de identificacéo e classificacdes.

Isolados

Espécie

% identificagcdo

Classificagao

BAL39
BAL40
BAL41
BAL42
BAL43
BAL44
BAL45
BAL46
BAL47
BAL48
BAL49
BAL50
BAL51
BAL52
BALS53
BAL54
BAL55
BAL56
BALS57
BALS58
BAL59
BALG0
BAL61
BAL62
BAL6G3

Weissella confusa

Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides

Weissella confusa
Weissella confusa
Lactobacillus brevis
Lactococcus lactis
Weissella confusa
Weissella confusa
Weissella confusa

Pediococcus damnosus
Weissella confusa

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus damnosus

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus

Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus paracasei
Weissella confusa
Weissella confusa

59,9
99,9
99,9
99,6
96,6
62,6
73,9
62,5
83,4
83,4
97,5
95,0
97,8
97,5
99,9
97,5
97,5
97,5
97,5
97,5
97,5
90,4
52,9
96,6
96,6

Fraca discriminacao
Excelente identificagcdo
Excelente identificacdo
Muito boa identificacdo

Boa identificacéo

Fraca discriminacéo

Fraca discriminacao

Fraca discriminacao
Identificacéo aceitavel
Identificacé@o aceitavel

Boa identificacdo
Boa identificacéo
Boa identificacéo
Boa identificagao

Excelente identificacdo

Boa identificacéo
Boa identificacéo
Boa identificagao
Boa identificagéo
Boa identificacdo
Boa identificacédo
Boa identificacéo

Fraca discriminagao

Boa identificacéo
Boa identificacéo
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Isolados

Espécie

% identificacao

Classificacao

BAL64
BAL65
BALG6
BAL67
BALG8
BALG69
BAL70
BAL75
BAL76
BAL77
BAL78
BAL79
BAL8O
BAL81
BAL82
BALS83
BAL84
BAL85
BAL86
BALS87
BALS88
BAL89
BAL90
BAL91
BAL92
BAL93
BAL94
BAL95
BAL96
BAL97

Weissella confusa
Weissella confusa
Pediococcus damnosus
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc citreum
Leuconostoc citreum
Leuconostoc citreum
Lactobacillus delbrueckii
Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus
Leuconostoc citreum
Weissella confusa
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc citreum
Leuconostoc mesenteroides
Weissella confusa
Leuconostoc mesenteroides
Weissella confusa
Lactobacillus acidophilus
Leuconostoc citreum
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

96,6
96,6
97,5
99,9
99,9
97,5
93,6
63,3
99,9
99,9
58,7
99,9
58,2
68,4
99,9
98,1
99,9
63,3
90,4
99,6
99,9
99,9
86,7
87,7
58,7
74,1
74,7
74,1
99,9
99,9

Boa identificacéo
Boa identificacéo
Boa identificacéo
Excelente identificacao
Excelente identificacdo
Boa identificacéo
Boa identificacédo
Fraca discriminacéo
Excelente identificacdo
Excelente identificacdo
Fraca discriminacao
Excelente identificacao
Fraca discriminagao
Fraca discriminacao
Excelente identificacdo
Boa identificacéo
Excelente identificacdo
Fraca discriminacao
Boa identificacdo
Muito boa identificacdo
Excelente identificagcao
Excelente identificacdo
Identificacéo aceitavel
Identificacédo aceitavel
Fraca discriminacéo
Fraca discriminacao
Fraca discriminacao
Fraca discriminacao
Excelente identificagcao
Excelente identificacdo

Para a maioria das estirpes, o0 método API revelou, no minimo, uma boa identificacdo

(identificag&o > 90 %), tendo apenas 14 estirpes sido identificadas com fraca discriminagéo. Esta

identificacdo comprovou a diversidade microbiana da microbiota latica do TV, da qual fazem parte

as espécies W. confusa (25%), L. mesenteroides (20%), P. damnosus (16%), L. citreum (11%),
L. acidophilus (11%), L. lactis (5%), L. plantarum (4%), L. delbrueckii (4%), L. brevis (2%) e L.

paracasei (2%) (Figura 10.3). Desta forma, confirmou-se que os géneros de BAL predominantes

no TV sado Leuconostoc, Lactobacillus e Weissella.

Em amostras de TV fermentado espontaneamente, a maioria das estirpes isoladas foram

identificadas como L. plantarum, L. mesenteroides, L. lactis, W. confusa, L. casei e L.

citreum??212, J4 em sumo de tomate, as estirpes autoctones isoladas da matéria-prima foram

caracterizadas como bastonetes e coccus iméveis, Gram-positivos e catalase-negativos, tal

como no presente estudo. Estas foram posteriormente identificadas como L. plantarum, W.

confusa, L. brevis, W. cibaria e P. pentosaceus**.
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Lac becuﬂus brevis 2%
Lactobaciflus delbruecku Lactobacillus paracasei
4%
Lactobacillus plantarum

2 5%
5% Wefsseh‘a confusa
Lactobacillus !a:ys

M% ———
Lactobacillus acidophilus

o /
Leuconostoc citreum
20%

J Leuconostoc mesenteroides
16%

Peddiococcus damnosus

Figura 10.3 | Predominancia das diferentes espécies de BAL isoladas da microbiota do TV.

Na identificagdo de microrganismos através deste método, sdo referidas algumas
limitacdes que podem afetar a fiabilidade dos resultados obtidos, nomeadamente a exigéncia de
utilizacdo de culturas puras, o que nem sempre € possivel assegurar. Em consequéncia, a fraca
discriminacao na identificacdo de algumas estirpes pode ser justificada por este motivo. Por outro
lado, o facto do método API 50 CHL identificar unicamente as espécies de Lactobacillus (e
géneros relacionados) incluidas na base de dados utilizada limita a possibilidade de identificacao
de outros tipos de microrganismos, nédo se podendo excluir a sua presenca’™.

Com base nestes resultados, e tendo em consideragao as espécies mais frequentemente
reportadas na literatura como responsaveis pela fermentacdo espontanea do TV, foram
selecionadas 7 estirpes de BAL autdctones (Tabela 10.4) para confirmar a sua identificacéo e
testar o potencial probidtico in vitro e a tolerancia a solanina. Este conjunto de estirpes foi
constituido pelas espécies mais predominantes (frequéncia de isolamento superior a 10%), com
excecdo de L. lactis e L. plantarum, cujo critério de selecdo se baseou na sua utilizacdo
abrangente como CS na industria alimentar'?4, Para além destas, foram igualmente selecionadas
duas estirpes de BAL pertencentes a colegdo bacteriana do INIAV — C244 e C1090 (Tabela 10.4)
— por apresentarem, em ensaios preliminares, capacidade em fermentar a matriz TV (elevado
desenvolvimento microbiano e variagdes de pH significativas face as restantes estirpes testadas;

dados ndo apresentados).

Tabela 10.4 | Conjunto de estirpes de BAL selecionadas.

Origem Estirpes Espécies

BAL40 Leuconostoc mesenteroides

BAL49 Pediococcus damnosus

BAL67 Lactococcus lactis
Autoctone BALS82 Leuconostoc citreum

BAL89 Weissella confusa

BAL94 Lactobacillus acidophilus

BAL97 Lactobacillus plantarum
Colecdodo C244 Lactobacillus plantarum

INIAV C1090 Leuconostoc mesenteroides
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Identificacdo molecular das estirpes de BAL selecionadas

A introducé@o das sequéncias consensus de cada estirpe na ferramenta bioinformatica
BLAST possibilitou, por comparacao com as sequéncias registadas na base de dados NCBI, a
identificacao das estirpes estudadas com uma fiabilidade superior a 99,9%. A percentagem de
identificacdo, a pontuacdo maxima e os valores de query cover (percentagem da sequéncia
consensus coberta pela sequéncia alvo) e de E-value (indicativo do niumero de vezes que ocorre
um match por sorte) foram os critérios utilizados para atribuir as espécies sugeridas (Tabela 10.5).

Tabela 10.5 | Espécies sugeridas pelas sequéncias consensus de cada estirpe depois de
introduzidas na ferramenta BLAST e confrontadas com a base de dados de NCBI. Estdo indicadas as

percentagens de identificacdo, a pontuagdo maxima, o query cover, o E-value e o numero de acesso da
espécie na base de dados NCBI.

Estirpes Espécie . % ~ Pon,tu_ac;ao Query E-value Namero de
identificacao maxima cover (%) acesso (NCBI)
BAL40 Weissella cibaria 100 2599 100 0,0 0OL405452
BAL49 Lactiplantibacillus plantarum 100 2588 100 0,0 0OL405451
BALG67 Lactococcus lactis 100 2503 100 0,0 0OL405455
BAL82 Leuconostoc citreum 100 2549 100 0,0 0OL405449
BAL89 Weissella cibaria 100 2597 100 0,0 0OL405450
BAL94 Weissella confusa 100 2593 100 0,0 0OL405453
BAL97 Lactiplantibacillus plantarum 100 2569 100 0,0 0OL405454
C244 Lactiplantibacillus plantarum 99,93 2571 100 0,0 0OL405447
C1090 Weissella paramesenteroides 100 2536 100 0,0 0L405448

As espécies identificadas por sequenciacdo genOmica pertencem aos géneros
Lactiplantibacillus (= Lactobacillus), Weissella, Leuconostoc e Lactococcus, tal como identificado
através do método API. Foi realizada ainda uma eletroforese em gel de agarose 1,5% dos
produtos de PCR (Figura V1.8, Anexo F —) para comprovar o tamanho dos produtos amplificados

e, assim, verificar a correta amplificacdo de todas as amostras.

O método API e a sequenciacdo do fragmento gendmico 16S rDNA sugeriram diferentes
espécies na identificacdo de algumas estirpes. Embora apresente uma nomenclatura diferente
devido & atualizacdo das chaves taxonémicas, a identificacdo das estirpes BAL97, C244 e C1090
foi idéntica. No caso particular da estirpe BAL89, houve uma concordancia entre ambos os
métodos na identificagdo do género da estirpe, diferindo apenas na identificacéo da espécie. As
identificacdes das estirpes BAL40, BAL49 e BAL94 foram as Unicas que diferiram totalmente
entre os métodos de identificagdo utilizados. Para estas estirpes, a possibilidade das colonias
bacterianas néo estarem bem isoladas pode ter influenciado o resultado obtido na identificacdo

pelo método API e, por consequéncia, originado as diferencas observadas.

Em diversos estudos, foi igualmente reportada uma discrepancia na identificacdo
bacteriana entre o método APl e a sequenciacdo gendmical?®>'?". A perda ou ganho de
plasmideos é apontada como uma das principais razdes para a discrepancia entre os resultados
bioquimicos e os gendmicos, isto porque alguns genes necessarios para a fermentacdo de
acucares séo codificados por plasmideos, pelo que a variagdo no conteudo plasmidico pode
resultar em inconsisténcias metabodlicast?®'?, Independentemente das vantagens e

desvantagens dos métodos de identificacdo, as técnicas moleculares sdo importantes para
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comprovar as andlises bioquimicas obtidas pelo método API?” dada a sua maior eficacia na

identificacdo das espécies bacterianas!?”:12°,

Consideracdes intercalares

— Foram isoladas e identificadas 55 estirpes de BAL no TV pertencentes,
predominantemente, aos géneros Leuconostoc, Lactobacillus e Weissella,
confirmando a diversidade da microbiota latica com capacidade de fermentar o
substrato.

— A sequenciacdo genOmica das estirpes selecionadas demonstrou uma maior
eficacia na identificacéo das espécies bacterianas.

— Apesar da existéncia de algumas discrepancias na identificacdo entre o método
APl e a sequenciacao gendmica, as estirpes selecionadas continuam a pertencer,
predominantemente, aos géneros Lactiplantibacillus, Weissella e Leuconostoc.
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10.3. Potencial probidtico in vitro

Objetivo
Averiguar, preliminarmente, o potencial probiético das 9 estirpes de BAL identificadas
molecularmente (C244, C1090, BAL40, BAL49, BAL89, BAL82, BAL67, BAL94 e BAL97), através

da mimetizac&o do trato gastrointestinal in vitro.

Metodologia
O desenvolvimento das estirpes previamente selecionadas (C244, C1090, BAL40, BAL49,
BAL89, BAL82, BAL67, BAL94 e BAL97) foi analisado em dois meios de cultura: MRS e mistura
de polpa de TV, previamente homogeneizada, com agua destilada, na propor¢édo 1:1 (Id: TV).
Ambos os meios foram esterilizados (autoclavados a 115 °C durante 5 minutos) e preparados
segundo as seguintes condicoes:
e Sl - Simulacao de condigBes gastricas: Meio com 2,5% NaCl e pH = 2,5 (ajustado
com HCI 33%), incubado a 37 °C durante 3 h;
e S2 - Simulagéo de condigBes intestinais: Meio com 0,3% sais biliares, incubado a 37
°C durante 4 h.
Foi ainda testado o desenvolvimento das estirpes em condi¢des controlo (sem quaisquer

adicdes e ajustes de pH) para ambos os meios de cultura.

As amostras, preparadas em 9 mL de cada meio (triplicado), foram inoculadas com 1 mL
da respetiva estirpe para cada uma das condi¢des (concentragdo inicial de 8 log UFC/mL), o que
resultou num total de 6 amostras por estirpe (3 para cada meio). Estas foram posteriormente
mantidas nas condi¢bes S1 e S2, tendo sido retiradas aliquotas no tempo 0 e no final dos
respetivos periodos para contagem de BAL (log UFC/mL; cf. 7.2.1). No caso das amostras

controlo, foram retiradas aliquotas no tempo 0 e ao final de 3 e 4 h de incubacéo.

Apresentacédo e Discussado de Resultados

As contagens de BAL, em ambos os meios (MRS e TV) e para cada condicdo de simulacéo
(S1 e S2), estdo apresentadas na Tabela 10.6.

Durante a condi¢cdo S1, nenhuma das estirpes testadas em meio MRS resistiu ao pH acido,
com excecao da estirpe BAL89, cujas contagens foram de ca. 2 log UFC/mL. Por outro lado, na
condicdo S2, todas as estirpes apresentaram contagens elevadas (> 7 log UFC/mL),
demonstrando, assim, que, em meio MRS, a adicdo de sais biliares ndo influenciou o
desenvolvimento das BAL. Em meio TV, apenas as estirpes BAL89, BAL82 e BAL67 nao
resistiram ao pH acido a simular as condicdes gastricas. As restantes estirpes foram capazes de
se desenvolver nestas condi¢des, com particular destaque para as estirpes C1090 e BAL97, uma
vez que foram as Unicas a alcangarem contagens > 7 log UFC/mL. Durante a simulacdo das
condi¢@es intestinais, as estirpes BAL40, BAL89, BAL82, BAL67 e BAL94 ndo resistiram a adi¢do
de sais biliares, enquanto as restantes estirpes foram capazes de se desenvolver nestas
condi¢cbes, com particular destaque, novamente, para as estirpes C1090 e BAL97, que

alcancaram contagens de ca. 7 log UFC/mL.

39



Caracterizacdo da matéria-prima e de estirpes de BAL

Para exibirem potencial probiético in vitro, as estirpes bacterianas necessitam de resistir,
em simultaneo, a ambas as condi¢cGes e manter contagens = 7 log UFC/mL, pelo que apenas as
estirpes C1090 (W. paramesenteroides aléctone) e BAL97 (L. plantarum autéctone) exibiram
essa capacidade. As estirpes C244 e BAL49 (L. plantarum aldctone e autdctone, respetivamente),
embora ndo tenham alcangcado as referidas contagens bacterianas, poderdo ser novamente

testadas tendo em conta a respetiva tolerancia as condi¢des S1 e S2 em simultaneo.

Na condigao “controlo” (Tabela V1.4, Anexo G -), independentemente da estirpe testada e
do meio de cultura, foram contabilizadas contagens > 7 log UFC/mL para todas as amostras
durante todo o periodo testado. De salientar ainda que as contagens microbianas para todas as
estirpes testadas foram semelhantes nos dois tipos de meio (ndo ultrapassando 1 ciclo log entre
ambos), demonstrando a adequacé&o do meio de TV. Estes resultados confirmaram a viabilidade
das estirpes, garantindo a auséncia de quaisquer fatores de inibicdo ao desenvolvimento

microbiano para além das condi¢es de simulagao S1 e S2.

Tabela 10.6 | Valores médios (e respetivo desvio padrdo) das contagens de BAL iniciais (t = 0) e
ao fim dos tempos de incubacéo (t = 3 h para S1 et =4 h para S2) para todas as estirpes em meio MRS e
em meio TV.

Contagem

Contagem

Amostra Estirpe Origem Meio Condicao inicial final Pr%ttﬁrc!)(t:ifcln
(log UFC/mL)  (log UFC/mL) P
S1 7,0+0,3 0,0+0,0 -
C244 L. plantarum Colecdo MRS
S2 8,0+0,.2 72+0,4 +
S1 7,3+0,5 0,0+0,0 -
C1090 W. paramesenteroides Cole¢cdo MRS
S2 7,9+0,0 8,7+0,0 +
S1 1,9+0,3 0,0+0,0 -
BAL40 W. cibaria Autoctone MRS
S2 7,7+0,1 7,7+0,1 +
S1 9,6 £0,0 0,0+0,0 -
BAL49 L. plantarum Autéctone MRS
S2 95+0,0* 8,8+0,1 +
S1 7,2+0,1 0,0+0,0 -
BAL67 L. lactis Autoctone MRS
S2 7,0£0,0 95+0,0* +
S1 59+0,2 0,0+0,0 -
BAL82 L. Citreum Autoctone MRS
S2 9,4+0,3 79+0,1 +
S1 6,6 £0,2 2,2+0,0 -
BAL89 W. cibaria Autoctone MRS
S2 7,7+0,1 95+0,0* +
S1 7,3%+0,0 0,0%0,0 -
BAL94 W. confusa Autoctone MRS
S2 7,7+0,1 8,2+0,2 +
S1 7,3+0,0 0,0+£0,0 -
BAL97 L. plantarum Autoctone MRS
S2 7,7+0,0 8,3+0,0 +
S1 79+0,1 42+0,2 -
C244 L. plantarum Colegdo TV
S2 7,9%0,0 6,1+0,1 +
) S1 78+0,1 95+0,0* +
C1090 W. paramesenteroides Cole¢do TV
S2 7,2+0,2 6,8+0,2 +
S1 35+0,1 3,3+0,7 -
BAL40 W. cibaria Autoctone TV
S2 0,0+0,0 0,0+0,0 -
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Contagem Contagem Potencial
Amostra Estirpe Origem Meio Condicéo inicial final robibtico
(log UFC/mL)  (log UFC/mL) P

S1 9,8+0,1 39+0,1 -
BAL49 L. plantarum Autoctone TV

S2 9,5+0,1 95+0,0* +

S1 7,0+0,0 0,0+0,0 -
BAL67 L. lactis Autoctone TV

S2 6,6 +0,1 0,0+0,0 -

S1 9,5+0,0 0,0£0,0 -
BAL82 L. Citreum Autoctone TV

S2 0,0£0,0 0,0£0,0 -

S1 6,2+0,1 0,0+0,0 -
BAL89 W. cibaria Autoctone TV

S2 7,7+0,0 4,0+£0,0 -

S1 6,2+0,4 14+0,2 -
BAL94 W. confusa Autoctone TV

S2 0,0+0,0 0,0+0,0 -

S1 74+0,0 75%0,1 +
BAL97 L. plantarum Autoctone TV

S2 6,1+0,3 6,9+0,3 +

Segundo o critério que dita 7 log UFC/mL como a quantidade minima de BAL para a estirpe apresentar potencial
probidtico, “-“ indica que a estirpe ndo cumpriu este requisito na condigdo testada e “+” indica que a estirpe resistiu a
condicdo testada com elevado desenvolvimento.

* Indica as situagGes em que as colénias foram incontaveis a diluicéo realizada (102 no caso da simulacédo das
condicdes gastricas e 10 no caso da simulacdo das condicdes intestinais). Assumiu-se, portanto, um valor superior a
9 log UFC/mL.

A acidez (pH = 2,5) e a presenca de sais biliares no trato gastrointestinal constituem as
principais condicbes de inibicdo ao desenvolvimento de espécies bacterianas aquando da
ingestdo de alimentos*®0. Portanto, é essencial que os microrganismos com potencial probiético
sejam capazes de tolerar as condi¢des &cidas no estdbmago e a presencga dos sais biliares no
intestino delgado e manter a respetiva viabilidade, para que possam posteriormente sobreviver

e colonizar o trato gastrointestinalst.

N

Existem mudltiplos estudos dedicados a avaliacdo das caracteristicas probioticas
(nomeadamente a resisténcia ao pH baixo e aos sais biliares) de um extenso conjunto de
espécies bacterianas, principalmente pertencentes aos géneros Lactiplantibacillus, Weisella,
Leuconostoc e Pediococcus. Tal como neste estudo (C1090 da colecéo do INIAV), Paula et al.
(2014) e Sathyapriya & Anitha (2019) reportaram a capacidade de tolerancia de W.
paramesenteroides a condi¢des simuladas do trato gastrointestinal (pH baixo e presenca de sais
biliares) sem alteracdo da sua viabilidade, demonstrando, assim, o seu potencial probiético. Por
outro lado, para o género Lactiplantibacillus, sao referidas diversas espécies com potencial
probidtico comprovado, pelo que ndo é de estranhar que a estirpe BAL97 (L. plantarum
autéctone) tenha exibido esta capacidade. Acresce ainda que as espécies L. plantarum e L. lactis
séo frequentemente referenciadas quer por resistir a condi¢cdes adversas do trato gastrointestinal,

como por exibirem outras caracteristicas probidticas?3t:134-137,

Consideragdes intercalares

— De entre as 9 estirpes de BAL testadas, apenas as estirpes C1090 e BAL97
apresentaram potencial probiético in vitro em meio TV, por terem sido capazes de
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resistir simultaneamente as condicdes de pH &cido e presenca de sais biliares,
mantendo contagens superiores a 7 log UFC/mL.

Para comprovar estas estirpes como probiéticas, terdo de ser realizados mais
estudos para avaliagdo de outras caracteristicas, nomeadamente a capacidade de
adesdo das estirpes as células epiteliais do intestino, a tolerdncia a enzimas
pancredticos, a hidrofobicidade da superficie celular e a auto-agregacao celular.
A confirmacdo do carater probidtico das estirpes bacterianas inclui ainda a
avaliacdo da seguranga das estirpes (atividade hemolitica, suscetibilidade a
antibiéticos, atividade antimicrobiana e antagonista) e, em continuidade, a
realizacdo de estudos in vivo para comprovar os potenciais beneficios para a
salde dos fermentados.
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10.4. Tolerancia a adicao de solanina

Objetivo

A presenca de glicoalcaloides no TV, nomeadamente de solanina, pode levantar questdes
de seguranca alimentar, tendo em conta a toxicidade associada a estes compostos. Segundo o
Nordic Group on Risk Assessment and Food Toxicology, o teor de glicoalcaloides admitido para
consumo alimentar é de 200 ppm?3. Na elaboracdo deste ingrediente alimentar, a presenca de
glicoalcaloides na matéria-prima pode ainda ser considerado problematico uma vez que estes
compostos podem inibir o desenvolvimento das BAL®* e, assim, comprometer a fermentacdo. No
entanto, e em sentido favoravel, a fermentacao latica tem sido referenciada como uma estratégia
de reducédo do teor de glicoalcaloides através da respetiva metabolizacédo, sobretudo, por parte
de algumas estirpes de BAL em particular3®40.138,

Desconhecendo em concreto o teor de alcaloides presente nestes frutos, foi testada a
tolerdncia das estirpes de BAL selecionadas perante a adicdo de concentracdo conhecida de
solanina (200 ppm). Nestas condi¢des, a avaliagdo do comportamento das estirpes de BAL a
testar pode ser associada, por hipotese, a capacidade de degradacao deste composto, caso se

verifiguem niveis de tolerancia muitos distintos.

Metodologia

O desenvolvimento das estirpes selecionadas (C244, C1090, BAL40, BAL49, BALS9,
BAL82, BAL67, BAL94 e BAL97) foi analisado em meio MRS com e sem adi¢&do de 200 ppm de
solanina. Foram preparadas amostras (triplicado) em 9 mL do respetivo meio, nos quais se
inoculou 1 mL da respetiva estirpe (concentragdo inicial de 8 log UFC/mL), o que resultou em 2
tipos de amostras por estirpe: uma com adi¢do de solanina e outra sem adic&o de solanina. As
amostras foram posteriormente incubadas a 30 °C durante 72 horas, tendo sido retiradas
aliquotas nos tempos 0 h, 24 h, 48 h e 72 h, para contagem de BAL (log UFC/mL; cf. 7.2.1)

Apresentacéo e Discusséo de Resultados
As contagens de BAL ao tempo 0 e ao fim dos respetivos tempos de incubacéo testados
(Figura 10.4) permitiram verificar que a adicdo de 200 ppm de solanina ao meio MRS né&o

influenciou o desenvolvimento das estirpes.

Durante o periodo testado, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as
contagens de BAL em meio MRS com e sem adi¢&o de solanina, exceto para a estirpe BAL89.
Todas as estirpes registaram um aumento médio (p < 0,05) nas respetivas contagens (ca. 1,4
ciclos log) apés 24 h de incubacéo, seguido de um decréscimo gradual (p > 0,05) durante os
periodos subsequentes. Este comportamento pode indicar que o desenvolvimento bacteriano
apenas foi limitado pelo esgotamento de nutrientes constituintes do meio MRS. A estirpe BAL89
apresentou contagens inferiores em meio MRS com solanina ap6s 48 e 72 h de incubacéo, face
ao meio MRS sem suplementacao de solanina. Contudo, a sensibilidade desta estirpe a solanina
€ inconclusiva face as diferencas encontradas (inferiores a 1 ciclo log). Apesar dos indicios para

uma maior sensibilidade a solanina por parte da BAL89, pode-se concluir que, de modo geral, o
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desenvolvimento das BAL nao foi influenciado pela adicdo de solanina (200 ppm). Com base
nestes resultados, pode-se prever que a capacidade de fermentacdo das BAL selecionadas (a
serem utilizadas como CS) nédo ficara comprometida face a eventuais concentracdes elevadas

em glicoalcaloides presentes na matriz TV (até 500 ppm).

A capacidade de degradacdo dos glicoalcaloides através da fermentacdo latica pode
alcancar ca. 50% do teor inicial*°, dependendo das estirpes utilizadas como CS4%%138, Ser,
portanto, de todo o interesse testar as BAL selecionadas em ensaios tecnolégicos de
fermentacgédo, com determinacao do contetido em glicoalcaloides, como estratégia para obtencéo

de produtos seguros.

C244 C1090 BAL4AD BAL49 BAL33 BAL82 BALeT BAL97 BAL%4
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Figura 10.4 | Contagens de BAL (log UFC/mL) em meio MRS com e sem adigdo de 200 ppm de
solanina, durante 72 h de incubacao. Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a
comparacao de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de Tukey com p = 0,05. As barras verticais
indicam o intervalo de confian¢a de 95%.

Consideracdes intercalares

— A presenca de 200 ppm de solanina néo influenciou o desenvolvimento das BAL.

— Serdo necessarios estudos mais aprofundados para confirmar se existe apenas
tolerancia das estirpes a presenca de solanina ou se ocorre a metaboliza¢éo deste
glicoalcaloide durante o processo fermentativo. A semelhanga entre os padrdes
de desenvolvimento das estirpes de BAL na presenca e auséncia de solanina
indicia a possivel capacidade de metabolizar este glicoalcaloide durante o seu
desenvolvimento. No entanto, esta questéo s6 podera ser cabalmente confirmada
pela detecdo dos respetivos teores (por HPLC) antes e apos a fermentacao latica
de TV.
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11. Ensaios de fermentacdo em tomate-indldstria néo

amadurecido

Nesta sec¢do, agrupam-se 0s ensaios de avaliacdo da fermentacdo espontanea e
fermentacédo controlada de TV. Na comparacéo da performance fermentativa de estirpes como
potenciais CS, foram testadas estirpes de BAL previamente selecionadas da colecdo do INIAV e
de estirpes que revelaram potencial probidtico in vitro (uma da colecdo do INIAV e outra isolada

do TV). Foi ainda avaliado o efeito da adicdo de 2,5% NacCl.

11.1. Fermentacao espontanea

Objetivos

Avaliar a fermentacdo espontédnea de TV em frutos tratados e nédo tratados termicamente.

Metodologia

Frutos de TV das categorias verde e intermédia (na proporcao 1:1) foram descongelados
faseadamente. O lote inicial (= 4 kg) foi dividido em dois, tendo metade dos frutos sido
diretamente homogeneizada e a outra metade submetida a TT (100 °C / 1 min) (cf. 6.2) antes do
processo de homogeneizacdo com vista & descontaminagéo parcial da microbiota. A partir das
respetivas polpas, foram constituidos dois tipos de amostras, em triplicado, identificados como
Esp_STT e Esp_CTT (sem e com TT, respetivamente). As amostras (500 mL cada, em frascos
de 1 L) foram incubadas sob agitacao orbital fraca (100 rpm) a temperatura de 28 °C, durante 14
dias. Foram retiradas aliquotas no dia 0 e ao final dos periodos de 24 h, 48 h, 72 h, 7 e 14 dias
para avaliacdo de parametros microbioldgicos (contagens de BAL e de B&L; cf. 7.2.1 e 7.2.2,

respetivamente) e fisico-quimicos (pH, AT, TSS, CFT e AOXx).

Contagens de BAL e B&L

As contagens médias de BAL relativas as amostras Esp_STT e Esp_CTT (Figura 11.1),
ilustram o desenvolvimento significativo das BAL durante o periodo inicial de 72 h
(correspondente ao periodo de fermentacdo), em que se alcancaram contagens de ca. 8 e 10
log UFC/mL, respetivamente, ao qual se seguiu a respetiva manutencdo, sem variacdes

significativas, até ao final do periodo testado.

A comparacdo das contagens iniciais no tempo 0 entre amostras (5,3 log UFC/mL para
Esp_STT vs. < 10 UFC/mL para Esp_CTT) revelou uma diminuicao significativa sob o efeito do
TT. No entanto, este efeito ndo comprometeu o posterior desenvolvimento de BAL, uma vez que,
logo ao fim de 24 h de fermentagéo, as amostras Esp_CTT obtiveram contagens semelhantes
as das Esp_STT, sem variagGes adicionais entre ambas até ao final do ensaio. As contagens
iniciais observadas nas amostras Esp CTT (< 1 ciclo log) e o subsequente nivel de
desenvolvimento alcancado nos produtos fermentados (8—10 log UFC/mL) confirmaram a
elevada aptidao da microbiota autéctone (BAL e/ou leveduras) para a fermentacao de TV. Este
facto reforga o interesse no isolamento e caracterizagao da microbiota endégena com o objetivo

de se desenvolverem CS adaptadas a esta matriz.
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Figura 11.1 | Variagéo nas contagens médias de BAL (log UFC/mL) de amostras de polpa de TV
com (Esp_CTT) e sem (Esp_STT) aplicacdo de TT, durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao teste
estatistico ANOVA fatorial e a comparacéo de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de Tukey
com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianga de 95%.

A variacdo das contagens médias do grupo de B&L nas amostras fermentadas de polpa

de TV com e sem TT encontra-se ilustrada na Figura 11.2.

8
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Figura 11.2 | Variagdo nas contagens médias de B&L (log UFC/mL) de amostras de polpa de TV
com (Esp_CTT) e sem (Esp_STT) aplicagdo de TT, durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao teste
estatistico ANOVA fatorial e a comparacao de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de Tukey
com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confian¢a de 95%.

A comparacdo das contagens médias iniciais (no tempo 0) entre ambas as amostras,
permitiu constatar o efeito da descontaminagédo associada ao TT aplicado, assinalando uma
reducéo de ca. 1,5 log UFC/mL, com as amostras Esp_CTT a contabilizar contagens iniciais <
10 UFC/mL. Ao fim de 24 h, ambas as amostras apresentaram contagens semelhantes (ca. 3,2
log UFC/mL). A partir deste intervalo, e até ao final do periodo testado, as amostras Esp_CTT
denotaram sempre contagens significativamente inferiores (< 3,6 log UFC/mL) face as amostras
Esp_STT, com contagens, nho mesmo periodo, de ca. 6,4 log UFC/mL. Para este grupo
microbiano, o nivel de reducdo inicial alcangado refletiu-se num desenvolvimento

significativamente inferior deste grupo nas amostras tratadas termicamente.
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Na descontaminacao parcial de diferentes matrizes vegetais para fermentacdo: sumo de
tomate (92 °C / 5 s.)'3, néctar de batata-doce roxa (110 °C / 8,6 s.)*°, sumo de roma (6595 °C
/ 30-60 s.)**!, sumo de coco (96 °C / 6 min.)'*2, sumo de laranja, papaia, meldo e cenoura (80 °C
/ 3 min.)!*3, sumo de cereja (70 °C / 30 s.)'* e néctar de manga (110 °C/ 8,6 s.)'*, a reducéo da
microbiota inicial, alcangada apés TT, assinalou niveis de descontaminagao iguais ou superiores
a 3 ciclos Log. Nos estudos mencionados, os niveis de descontaminagéo foram superiores aos
alcancados nas presentes condi¢des do ensaio possivelmente devido ao facto de serem sumos
(e, em consequéncia, liquidos face as polpas de maior consisténcia), o que facilita os fenémenos

de transferéncia de calor e confere um efeito de descontaminagao superior.

Variagdo do pH, da AT e do TSS
As variacdes de pH e AT, ilustradas nas Figura 11.3A-B (e Tabela VI.5, Anexo H -),
revelaram tendéncias semelhantes (diminuicdo e aumento do pH e da AT, respetivamente) entre

amostras ao longo de todo o periodo testado.
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Figura 11.3 | Variagdo de (A) pH, (B) AT (g AL/100 g PF) e (C) TSS (°Brix) de amostras de polpa
de tomate com (Esp_CTT) e sem (Esp_STT) aplicagéo de TT, durante 14 dias. Os dados foram submetidos
ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparacgédo de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de
Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

Nas amostras Esp_STT, o decréscimo de pH (ca. 0,9 unidades) durante o armazenamento
foi superior e mais rapido do que nas amostras Esp_CTT, cujo decréscimo de pH foi de ca. 0,5
unidades. Da mesma forma, o aumento da AT nos fermentados durante o armazenamento
ocorreu mais rapidamente nas amostras Esp_STT em comparacdo com as Esp _CTT, com

variacbes de 0,7 e 1,1 g AL/100 g PF, respetivamente. A variacdo dos valores de TSS das
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amostras Esp_STT, ilustrada na Figura 11.3C (e Tabela V1.5, Anexo H —), revelou uma tendéncia
de diminui¢cao (ca. 1,4 °Brix), que apenas mostrou significAncia estatistica ao fim de 168 h. Para
as amostras Esp_CTT, as variacdes de TSS néo foram significativas ao longo de todo o periodo

testado, ndo tendo excedido 0,4 °Brix.

Em ensaios com diferentes matrizes vegetais: sumo de tomate (92 °C / 5 s.)*%, néctar de
batata-doce roxa (110 °C / 8,6 s.)**°, sumo de coco (96 °C / 6 min.)'*?, sumo de laranja, papaia,
mel&o e cenoura (80 °C / 3 min.)'*3, sumo de cereja (70 °C / 30 s.)!#4, néctar de manga (110 °C /
8,6 s.)!%5, sumo de beterraba e cenoura (80 °C / 15 min.)*¢ e sumo de rom& (110 °C/ 8,6 s.)'%,
os parametros pH, AT e TSS dos produtos também néo foram influenciados significativamente

pelo TT aplicado.

Variagdo do CFT e AOx

Nas Figura 11.4A-B (e Tabela V1.5, Anexo H —) sdo apresentadas as variacdes do CFT e
da AOx das amostras Esp_STT e Esp_CTT. Para ambos os parametros, as amostras néo
revelaram variacdes significativas entre si e ao longo de 14 dias, verificando-se, assim, a
manutencdo dos valores iniciais. No entanto, as amostras Esp_CTT verificaram valores

tendencialmente superiores face as amostras Esp_STT.
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Figura 11.4 | Variagdo do (A) CFT (mg EAG/100g PF) e da (B) AOx (umol ET/100g PF) de amostras
de polpa de TV com (Esp_CTT) e sem (Esp_STT) aplicacdo de TT, durante 14 dias. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparacéo de pares das médias amostrais foi obtida
pelo teste de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

Resultados semelhantes foram observados em estudos de fermentacdo de néctar de
batata-doce roxa (110 °C / 8,6 s.)*4°, sumo de roma (65-95 °C / 30-60 s.)'*!, sumo de cereja (70
°C / 30 s.)**4, sumo de cenoura, beterraba e maca (80 °C / 15 min.)!*¢ e sumo de tomate (90 °C
/ 30-60 s.)'8, 0s quais reportaram que o TT prévio a fermentacéo n&o afetou o CFT nem a AOx

dos fermentados ao longo do periodo ensaiado.

Consideracdes intercalares

— O TT dos frutos inteiros (100 °C / 1 min.) conduziu a uma diminuig&o significativa
da microbiota inicial presente na matéria-prima (relativamente aos dois grupos
microbioldgicos testados: BAL e B&L), com as amostras tratadas a revelarem
contagens inferiores a 1 ciclo log.
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O TT aplicado ndo afetou o desenvolvimento das BAL, mas exerceu influéncia
sobre os parametros fisico-quimicos (pH, AT e TSS). Assim, verificou-se que o TT
acentuou o atraso no processo de fermentagdo uma vez que as variagdes
significativas de pH, TSS e AT das amostras Esp_CTT ocorreram tardiamente face
as das amostras Esp_STT.

Os teores de CFT e de AOx dos fermentados n&o foram afetados pelo TT aplicado.
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11.2. Fermentacédo controlada (5 estirpes de BAL al6ctones)

Objetivo
Testar a performance fermentativa de 5 estirpes aloctones de BAL, previamente
selecionadas da colecdo do INIAV, como CS na fermentacdo de TV face ao processo

fermentativo espontaneo.

Metodologia

A partir de frutos de TV armazenados (—20 °C), procedeu-se a respetiva descongelagéo
faseada e constituiu-se um lote de = 5,5 kg, respeitando a proporcdo 1:1 relativamente as
categorias verde e intermédio. Parte desta mistura foi submetida, em inteiro, a TT (100 °C / 1
min.), ao qual se seguiu a respetiva homogeneizac¢ao (polpas parcialmente descontaminadas; cf.
6.2). Os restantes frutos foram diretamente homogeneizados, sem TT prévio (polpas com a

microbiota inalterada).

Com as polpas parcialmente descontaminadas (200 mL cada, em frascos de 500 mL),
foram preparados 5 tipos de amostras, em triplicado, através da inoculagdo de = 13,3 mL (cf. 7.1)

de cada uma das 5 estirpes BAL selecionadas (

Tabela 11.1), e cuja identificacéo reflete a estirpe utilizada (Id: C244, C202, C170, C1170
e C1090). Foi também considerada a preparacdo, nas mesmas condi¢des (200 mL cada, em
frascos de 500 mL), de dois tipos de amostras controlo (ndo inoculadas com estirpes de BAL) a

partir de polpas homogeneizadas com e sem TT (Id: Esp_CTT e Esp_STT, respetivamente).

No curso do processo, todas as amostras foram incubadas sob agitacéo orbital fraca (100
rpm) a temperatura de 28 °C, durante 14 dias. Foram retiradas aliquotas de cada amostra no dia
0 e ao final dos periodos de 24 h, 48 h, 72 h, 7 e 14 dias para avaliacdo de parametros
microbioldgicos (contagens de BAL e B&L; cf. 7.2.1 e 7.2.2, respetivamente) e fisico-quimicos
(pH, AT, TSS e parametros CIELab). No dia 0 e ao final de 7 e 14 dias, foi também realizada
uma avalia¢do do CFT das amostras. No ultimo dia de armazenamento, foi efetuada uma analise
sensorial das amostras fermentadas considerando os atributos da cor e aroma.

Tabela 11.1 | Identificagéo das 5 estirpes de BAL aldctones utilizadas no ensaio e dados literarios
gue suportam a respetiva selegéao.

Amostra Estirpe Justificacdo Matriz vegetal Referéncias

Di Cagno et al. (2009)**; El-Sayed et al. (2018)*%%; Liu

Tomate et al. (2018)%: Vitali et al. (2012)149
e Frequentemente Ray & Joshi (2014)'%2; Septembre-Malaterre et al.
. Alface
Co44 utilizada como CS (2017)153
C202,' L. plantarum gslefrestclj]se:tligao de  Azeitonas verdes  Blana et al. (2014)!54 Ray & Joshi (2014)152
C1170 ' . Pepino Di Cagno et al. (2013)8; Ray & Joshi (2014)152
e Apresenta potencial
probiético. Beterraba Jafar et al. (2019)1%°
Melancia Amanda & Choo (2018)*%6
Pimento Alberto et al. (2013)1%7
_ Azeitonas verdes  Blana et al. (2014)%*
C170 L. pentosus * Apre.s'e.nta potencial Beterraba Silvério (2014)46
probidtico.
Alcaparras Di Cagno et al. (2013)8
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Amostra Estirpe Justificagao Matriz vegetal Referéncias

Azeitonas verdes  Ray & Joshi (2014)152

e Frequentemente Sauerkraut A. & A. (2019); Di Cagno et al. (2013)8
utilizada como €S pimento Alberto et al. (2013)%7
C1090 W. . na fermentagdo de Beterraba Silvério (2014)146
paramesenteroides diversos HF;
« Apresenta potencial  ajtace Ray & Joshi (2014)'%2; Septembre-Malaterre et al.
probiético. (2017)*%
Cenoura Silvério (2014)%¢; Vitali et al. (2012)14°

Contagens de BAL e B&L
A variagdo das contagens médias de BAL presentes nas polpas de TV durante o periodo

de armazenamento é apresentada na Figura 11.5.
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Figura 11.5 | Variagéo das contagens médias de BAL (log UFC/mL) de amostras de polpa de TV
inoculadas com CS puras de BAL (C244, C202, C170, C1170 e C1090) e de amostras ndo inoculadas
(Esp_CTT e Esp_STT, com e sem TT, respetivamente), durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao
teste estatistico ANOVA fatorial e a comparagdo de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de
Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianga de 95%.

A evolucdo da populacdo de BAL de todas as amostras ao longo do periodo testado
revelou um comportamento semelhante, caracterizado pelo aumento significativo das respetivas
contagens durante as primeiras 24 h, atingindo niveis na ordem de 8,0 a 9,2 log UFC/mL
(dependente do tipo de amostra), seguido da manutencdo destes niveis durante os intervalos
subsequentes. Estes resultados confirmam a capacidade das estirpes testadas e da microbiota
latica para a fermentacéo da polpa de TV, bem como apontam para a manutencgado da respetiva

viabilidade (> 7 log UFC/mL) ap6s duas semanas de armazenamento a temperatura de 28 °C.

No tempo 0, as contagens de BAL nas amostras inoculadas, a variar entre 6,8 e 7,4 log
UFC/mL, foram significativamente superiores as contabilizadas nas duas amostras controlo (4,5
e 4,8 log UFC/ml para Esp_CTT e Esp_STT, respetivamente), refletindo o efeito da adi¢cdo do
inoculo (= 8 log UFC/mL). Nos dois tipos de amostras controlo (Esp_STT e Esp_CTT), ndo foram
verificadas diferencas significativas entre as contagens de BAL ao tempo 0, indicativo de que o
padrao de desenvolvimento da microbiota latica ndo foi influenciado pelo TT, contrariamente ao

verificado no ensaio anterior, onde as amostras submetidas ao TT apresentaram contagens
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significativamente inferiores face as amostras sem TT. Nas amostras inoculadas, verificou-se
uma taxa de desenvolvimento das BAL semelhante (aumento de ca. 1,8 log UFC/mL nas
primeiras 24 h de fermentacdo), com excecdo da amostra C1090. Nesta, a taxa de
desenvolvimento foi inferior, em ca. 2,5 vezes, indiciando, assim, uma menor aptiddo para

fermentar o substrato.

No final do periodo de armazenamento, todas as amostras inoculadas apresentaram
contagens de BAL > 7,5 log UFC/mL. Estes valores podem ser considerados promissores com
vista ao potencial probiético do produto, uma vez que nos produtos fermentados exige-se niveis

= 7 log UFC/mL de bactérias probioticas no produto final.

A evolucdo das contagens médias para o grupo de B&L ao longo do periodo testado
(Figura 11.6) caracterizou-se, para todas as amostras, pelo aumento significativo das contagens
ao fim de 48 h (a variar de 2,1 a 4,5 log UFC/mL). A partir deste periodo, verificou-se a
manutenc¢do das contagens até ao final do periodo testado (variando de 6,1 a 7,9 log UFC/mL).
A excecdo a este comportamento foi a amostra C202, cujo aumento significativo foi logo
observado as 24 h de fermentacdo. A comparacédo das contagens de B&L entre as amostras
Esp_STT e Esp_CTT (ca. 1,2 ciclos log) permitiu concluir que o TT de descontaminacédo das
polpas de TV foi ligeiramente mais eficaz para este grupo microbiano face a microbiota latica. De
facto, todas as amostras inoculadas (C244, C202, C170, C1170 e C1090) apresentaram
contagens de B&L inferiores comparativamente a amostra Esp_STT (ca. 1,3 ciclos log). Esta
amostra apresentou uma contagem inicial mais elevada, possivelmente, por ndo ter sido
submetida ao TT. No entanto, a reducdo das contagens microbianas de B&L n&o impediu o
desenvolvimento deste grupo, com provavel influéncia na evolucdo dos parametros fisico-

guimicos ao longo do periodo testado.

Contagem de B&L(Log,, UFC/mL)

0
0 24 48 72 168 336
Tempo de armazenamento (horas)
-®-Esp_CTT -©- Esp_STT -@-C244 - C202 --C170-A-C1170 C1090

Figura 11.6 | Variagéo das contagens médias de B&L (log UFC/mL) de amostras de polpa de TV
inoculadas com CS puras de BAL (C244, C202, C170, C1170 e C1090) e de amostras ndo inoculadas
(Esp_CTT e Esp_STT, com e sem TT, respetivamente), durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao
teste estatistico ANOVA fatorial e a comparagéo de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de
Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

53



Ensaios de Fermentacao

Variacdo do pH, AT e TSS

O decréscimo do pH e o consequente aumento da AT durante a fermentacgéo latica das
amostras de TV (inoculadas e controlos) encontram-se ilustrados nas Figura 11.7A-B (e Tabela
VI.6, Anexo | -).
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Figura 11.7 | Variag&o de (A) pH, (B) AT (g AL/100g PF) e (C) TSS (°Brix) de amostras de polpa
de TV inoculadas com CS puras de BAL (C244, C202, C170, C1170 e C1090) e de amostras néo inoculadas
(Esp_CTT e Esp_STT, com e sem TT, respetivamente), durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao
teste estatistico ANOVA fatorial e a comparagéo de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de
Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

Nas amostras inoculadas (C244, C202, C170 e C1170), verificou-se, ao fim de 48 h, uma
diminuicdo significativa nos valores iniciais de pH (= 4,3) de ca. 0,7 unidades, sem diferencas
significativas entre si. Apds 72 h de fermentagdo, observou-se, nas mesmas, uma ligeira
tendéncia de aumento do pH (p > 0,05), alcancando valores finais de ca. 3,8 unidades. Na
amostra C1090, a diminuicéo de pH relativa ao periodo de 48 h foi menor (ca. 0,5 unidades) face
as restantes amostras inoculadas. Por outro lado, as varia¢des de pH nesta amostra nunca foram
significativas no total do armazenamento. Nas amostras controlo (Esp_CTT e Esp_STT), o
decréscimo significativo dos valores de pH (ca. 0,4 unidades) foi apenas observado ao fim de
168 h, periodo ap6és o qual os valores tenderam a aumentar (p > 0,05), alcancando valores finais
de ca. 4,2 (sem diferencas significativas face aos valores iniciais). Nestas amostras, a taxa de

diminuicao de pH foi inferior a verificada nas amostras inoculadas (com excec¢do da C1090).

O aumento da AT (correlacionado inversamente com a diminui¢do do pH) das amostras

inoculadas (com excecédo da C1090), ilustrado na Figura 11.7B, assinala igualmente a tendéncia
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de acidificacdo dos fermentados ao longo do periodo testado. Assim, para as amostras C244,
C202, C170 e C1170, verificou-se um aumento significativo nos valores iniciais de AT (de ca. 0,5
g AL/100 g PF) ao fim de 48 h, sem diferengas (p < 0,05) entre si. No periodo subsequente, ndo
foram registadas variagfes significativas adicionais. Para a amostra C1090, os valores de AT
mantiveram-se semelhantes face aos valores iniciais (ca. 0,6 g AL/100 g PF), denotando-se a
auséncia de variagfes durante o total do periodo testado. Nas amostras controlo (Esp_CTT e
Esp_STT), o aumento da AT decorreu mais lentamente, uma vez que a variagdo significativa
apenas foi alcangada ao fim de 168 h de armazenamento, para valores médios de ca. 0,8 g
AL/100 g PF. Em suma, o processo de acidificagéo dos produtos fermentados, constatado pelas
variacdes de pH e AT ao longo do periodo testado nas amostras inoculadas (com excecéo da
amostra C1090) e nas amostras controlo (fermentacéo espontanea) ocorreu ao fim de 48 h e de

7 dias, respetivamente.

Estudos em polpa de tomate!®® e pd de tomate'®® fermentados por L. sakei e P.
pentosaceus verificaram diminuicdes de pH e aumentos de AT semelhantes aos descritos no
presente estudo, com variacdes significativas ao fim de 48 h de fermentacdo. Num estudo relativo
a fermentacdo de smoothies constituidos por diversos HF, foram igualmente reportados
decréscimos significativos de pH (ca. 19 %) e aumentos significativos da AT (ca. 46 %) em
amostras inoculadas com um conjunto diversificado de estirpes de BAL!l. No ambito da
fermentacdo latica de diferentes produtos vegetais: pimentdo®®?, smoothies!®! e diversos HF
crus*, foi igualmente constatado o atraso no processo de acidificagdo no caso da fermentacéo
espontanea em comparagcdo com 0s processos de fermentagdo controlada. Di Cagno et al.
(2016) referem ainda, a favor da fermentagéo controlada, que o atraso observado na acidificacdo
da fermentacéo espontanea introduz a oportunidade para o desenvolvimento de microrganismos
de deterioracdo (ou mesmo patogénicos), podendo, consequentemente, comprometer a
seguranca do produto e aumentar o risco de ocorrerem variacdes sensoriais indesejaveis no

produto final.

A variacdo do TSS ao longo do periodo testado, apresentada na Figura 11.7C (e Tabela
VI.6, Anexo | -), representa, indiretamente, o consumo de acglcares pela microbiota em
desenvolvimento. Durante as primeiras 72 h de fermentacdo, os valores de TSS diminuiram
significativamente, ca. 3 °Brix, em todas as amostras inoculadas. Faz-se notar que, nas amostras
C170 e C202, a taxa de decréscimo significativo, de ca. 2,7 °Brix, ocorreu logo ao fim de 48 h de
fermentag&o. No periodo posterior as 72 h, os valores de TSS mantiveram-se estaveis, sem
variacoes significativas. Para estas amostras, a diminui¢éo significativa de TSS correlacionou-se
com o desenvolvimento expressivo da populagéo de BAL, resultado igualmente reportado por El-
Sayed et al. (2018). No caso das amostras controlo, verificou-se um comportamento semelhante,
com uma taxa de decréscimo significativo ao fim de 72 h, de ca. 2,5 °Brix.

Através da evolucdo dos parametros fisico-quimicos (pH, AT e TSS) e das contagens de
BAL nas amostras inoculadas, foi possivel distinguir dois comportamentos quanto a aptidédo
fermentativa: as amostras inoculadas com as estirpes C244, C202, C170 e C1170, pertencentes

ao geénero Lactiplantibacillus, que exibiram um processo de acidificagdo mais acentuado (para
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At = 48 h, decréscimo médio de pH de 18 % e acréscimo médio de AT de 95 %) e um aumento
médio de contagens de BAL de ca. 2 ciclos Log (At = 24 h); e a amostra C1090, pertencente a
espécie W. paramesenteroides, cuja acidificagdo contabilizou, no periodo inicial de 48 h, um
decréscimo de pH de 11 % e um aumento de AT de 8 %, com um menor desenvolvimento de
BAL de 0,7 ciclos Log para At = 24 h.

Variacdo do CFT

O CFT avaliado nas amostras inoculadas e controlos ao longo dos 14 dias, ilustrado na
Figura 11.8 (Tabela VI.7, Anexo | —), ndo denotou diferengas significativas entre si, com exceg¢ao
das amostras Esp_STT no dia 0, cujos valores médios (52,5 mg EAG/100 g PF) foram
significativamente superiores aos das restantes amostras. O facto destas amostras ndo terem
sido tratadas termicamente podera justificar, em parte, estes valores (superiores em ca. 15%).
Embora ndo tenham sido detetados efeitos significativos na variacdo da quantificacdo fendlica
das amostras na dependéncia da estirpe e do tempo de armazenamento, faz-se notar que, para
as amostras C244, verificou-se uma tendéncia de diminuicdo (p > 0,05) ao longo do periodo

testado.
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Figura 11.8 | Variagdo do CFT (mg EAG/100g PF) de amostras de polpa de TV inoculadas com
CS puras de BAL (C244, C202, C170, C1170 e C1090) e de amostras nado inoculadas (Esp_CTT e
Esp_STT, com e sem TT, respetivamente), durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao teste estatistico
ANOVA fatorial e a comparacgéo de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de Tukey com p = 0,05.
As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

Na literatura, os dados relativos a varia¢do da composicao fendlica durante a fermentacéo
conduzida por diferentes estirpes em diversos produtos vegetais refletem tendéncias muito
diversificadas®?, com multiplas referéncias a casos de aumento, diminuicdo ou manutencdo dos
teores iniciais durante os periodos de fermentacdo e armazenamento, na dependéncia das

estirpes utilizadas.

Variagdo dos parametros CIELab
As variagBes dos parametros CIELab (°h, a*, WI e DTC) das amostras fermentadas de

polpa de TV encontram-se ilustradas nas Figura 11.9A-D, respetivamente.
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Figura 11.9 |)/ariagéo dos valores médios dos paradmetros instrumentais da cor — (A) Tonalidade,
(B) Parametro a*, (C) Indice WI e (D) Diferenca total de cor — para as amostras de polpa de TV inoculadas
com CS puras de BAL (C244, C202, C170, C1170, C1090) e para as amostras ndo inoculadas (Esp_CTT,
Esp_STT, com e sem TT, respetivamente), durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao teste estatistico
ANOVA fatorial e a comparacgéo de pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de Tukey com p = 0,05.
As barras verticais indicam o intervalo de confianga de 95%.

A tendéncia geral de alteracdo da tonalidade das amostras, expressa pelas variagfes de
°h (Figura 11.9A), caracterizou-se por um decréscimo durante o periodo inicial de 48 h, seguido
da respetiva manutencao no periodo subsequente, sem diferencas entre tipos de amostras. As
variagbes de a* (Figura 11.9B) traduzem as variacOes entre a tonalidade verde (valores
negativos) e a tonalidade vermelha (valores positivos). No caso, todas as amostras denotaram
valores negativos e apresentaram uma evolugdo semelhante, caracterizada pelo aumento
durante os periodos iniciais da fermentacao (0 — 48 h) e respetiva manutencao até ao final do
periodo de armazenamento, sem variacbes adicionais. O comportamento destes dois
pardmetros (significativamente correlacionados, r = -0,99) traduziu uma ligeira perda da
tonalidade verde inicial dos fermentados, com particular destaque para a amostra Esp_STT,
onde as variacdes de °h e a* (e consequente perda da tonalidade verde) foram mais acentuadas
e visualmente percetiveis. Esta amostra nao foi tratada termicamente, pelo que a fermentacao
podera ter envolvido uma microbiota mais diversificada (quer de BAL como de B&L), podendo,
assim, justificar o desenvolvimento de um padréo de fermentagdo distinto com reflexo na
evolucao destes parametros.

O indice WI expressa a variagao entre cores mais claras e mais escuras. O aumento de
WI traduz o aclaramento e, inversamente, a diminuigdo de WI o escurecimento das amostras. A
evolucéo deste parametro foi semelhante para todas as amostras (Figura 11.9C): aclaramento

significativo durante as primeiras 48 h e, ap0s este periodo, manutenc¢do dos respetivos valores
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de WI até ao final do ensaio. Entre as amostras inoculadas, a amostra C1090 mostrou-se como
excecao ao denotar valores de WI inferiores (sem varia¢6es significativas durante todo o periodo
testado) e, em consequéncia, exibir maiores niveis de escurecimento. A evolucdo de WI
acompanhou as varia¢6es na acidificacdo dos respetivos fermentados (correlacfes significativas
com pH (r = -0,42) e AT (r = 0,45)), o que aponta a oxidagdo enzimatica como possivel origem
para o escurecimento dos fermentados. De facto, as polifenol oxidases (PPO; EC 1.10.3.1),

enzimas responsaveis pelo escurecimento, sdo inibidas em ambiente acido (pH < 4).

A diferenca total da cor (DTC) avalia numericamente o grau de alteragcdo da cor face a
condigdo inicial (quanto maior, maior € a alteracdo da cor), sem evidenciar o sentido dessa
variagao. Da Figura 11.9D, é possivel verificar que, para todas as amostras (com excegédo da
C1090), os valores de DTC aumentaram significativamente durante o periodo de fermentagdo
(24-48 h), sem variacdes adicionais até ao final do ensaio. Assim, a DTC das amostras
apresentou variacdes entre 3 e 5 unidades (em funcéo do tipo de amostra), sendo classificadas
como muito distintas®” (cf. Tabela 8.1). A amostra C1090 foi a excegdo a este comportamento,
ao exibir apenas uma pequena variagdo de cor (ADTC = 1 unidade), segundo a mesma
classificagéo®’.

A correlacédo entre os valores de a*, °h, Wl e DTC (Tabela VI.8, Anexo | —) ajuda a
esclarecer o sentido de variagdo de cor manifestado pelas amostras. O parametro DTC
correlacionou-se significativamente com os restantes parametros colorimétricos avaliados: a* (r
=0,63), °h (r =-0,63) e WI (r = 0,65), salientando o escurecimento e a perda de tonalidade verde

como as principais alteragfes da cor das amostras durante o periodo testado.

No estudo sobre a fermentagdo de sumo de tomate (com inoculacéo de estirpes B. brece
e B. longum), as variagdes dos parametros de cor foram classificadas como significativas!®.
Contrariamente, no estudo de Di Cagno et al. (2011) sobre a fermentacao latica de smoothies de
varios HF em mistura, ndo foram observadas variacfes significativas nos atributos da cor durante
0 armazenamento. Em fermentados de cenoura, foi observada uma ligeira alteracdo da cor
durante o armazenamento, enquanto que, em fermentados de rabanete branco e de couve roxa,
estas variagGes foram mais pronunciadas!®*. Na fermentacdo latica de sumo de amora, as
alteracdes ligeiras observadas na cor dos fermentados mostraram ser dependentes da estirpe
de BAL inoculada® A associacdo da alteracdo da cor de fermentados ao metabolismo
bacteriano durante o processo de fermentacao foi referida por El-Sayed et al. (2018) no estudo
de caracterizacao de fermentados de sumo de tomate. Em suma, a variacéo da cor dos produtos
fermentados durante a fermentacgéo latica e ao longo do armazenamento salienta a influéncia do

tipo de matéria-prima fermentada e da estirpe inoculada.

Andlise sensorial
Os fermentados de TV foram avaliados sensorialmente por um painel de provadores
(Figura 11.10) apenas no ultimo dia de armazenamento, com avaliacdo dos atributos da cor e

aroma segundo uma escala hedoénica de 1 a 5 (cf. 8.10).
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Figura 11.10 | Classificagdes médias atribuidas durante a avaliagdo sensorial da cor e do aroma
de amostras de polpa de TV inoculadas com CS puras de BAL (C244, C202, C170, C1170, C1090) e de
amostras ndo inoculadas (Esp_CTT, Esp_STT, com e sem TT, respetivamente) ao 14° dia de
armazenamento.

A cor das polpas fermentadas inoculadas e ndo inoculadas obteve classificacdes positivas,
com valores médios = 3 e sem diferencas significativas entre si. Isto sugere que a cor das
amostras fermentadas ndo manifestou alteracées com sentido depreciativo e, portanto, este
atributo ndo constituiu um fator critico para a aceitacdo sensorial deste produto. Tal concluséo
vai de encontro aos resultados obtidos durante a avaliacdo instrumental da cor, nos quais nao

foram observadas diferencas muito expressivas entre amostras (p > 0,05).

Quanto ao aroma, as classificagbes entre amostras foram mais discriminatdrias. As
amostras C244, C202 e C1090 obtiveram uma classificacdo média = 3. Nestas, foram descritos
pelos provadores (em nota na ficha de prova) varios tipos de aromas, todos eles considerados
agradaveis: frutados de maca, azeitona e uva. Em contrapartida, as amostras controlo e as
amostras C170 e C1170 obtiveram classificacdes médias inferiores (< 3) e cujos aromas
anotados nas fichas de prova apresentaram carater depreciativo como azedo, podre, fecal e
vomito. O desenvolvimento de aromas desagradaveis obtidos nestas quatro amostras
correlacionou-se inversamente com o nivel de aceitagdo (apreciacdo global), conduzindo, por
isso, a sua rejeicdo sensorial. As amostras C244 e C202 (ambas inoculadas com estirpes
pertencentes a espécie L. plantarum) destacaram-se com niveis de aceitacdo sensorial mais
elevados. Esta espécie bacteriana tem ampla utilizacdo como CS em diversos processos
fermentativos de HF e é reconhecida por contribuir favoravelmente para as caracteristicas
organoléticas, sabor e textura dos fermentados'®®. Os resultados deste ensaio indicam que a
utilizacdo das estirpes L. plantarum C244 e C202 poderdo, portanto, contribuir para o

aprimoramento sensorial dos fermentados de polpa de TV.

A depreciagdo sensorial observada no caso da fermentagdo espontanea (Esp_STT e
Esp_CTT) pode ser justificada pela presenca de uma populacdo mais diversificada de
microrganismos heterofermentativos na microbiota do TV, dando origem ao desenvolvimento de
aromas desagradaveis. Isto salienta as dificuldades acrescidas em garantir uma qualidade

sensorial aceitavel e de forma reprodutivel para o processo de fermentagcéo espontanea.
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Consideracdes intercalares

Nos fermentados de TV inoculados com culturas puras de Lactiplantibacillus
(C244, C202, C170 e C1170), o aumento significativo das contagens de BAL nas
primeiras 24 h (ca. 2 log UFC/mL), bem como a variacdo dos parametros pH, AT
e TSS, confirmam a aptiddo das mesmas para a fermentacgéo latica da polpa de
TV. A utilizagdo da estirpe C1090 (W. paramesenteroides) foi a exce¢do a este
comportamento.

No final do periodo de armazenamento, todos os fermentados de TV inoculados
apresentaram contagens de BAL superiores a 7,5 log UFC/mL, o que pode ser
considerado promissor caso as mesmas possuam potencial probiético.

O CFT de todos os fermentados ndo manifestou variagdes significativas durante
o periodo de armazenamento relativamente aos respetivos teores iniciais, a variar
na gama 35-47 mg EAG/100 g PF.

A cor dos fermentados manifestou variagdes significativas apds a fermentacgéo,
nomeadamente quanto aos niveis de escurecimento e perda da tonalidade verde.
No entanto, a cor final de todos os fermentados, avaliada pelo painel de
provadores, obteve niveis de aceitacdo, independentemente do tipo de
fermentacéo e da estirpe utilizada.

A apreciacédo do aroma dos fermentados foi o0 atributo que mais influenciou a sua
aceitacdo e revelou-se dependente da estirpe utilizada. Apenas os fermentados
inoculados com as estirpes L. plantarum C244 e C202 obtiveram uma
classificagé@o sensorial positiva face a este atributo.

A fermentacao espontanea ocorreu tardiamente face as amostras inoculadas e os
respetivos fermentados obtiveram classificacdes sensoriais depreciativas ao nivel
do aroma.

A eficiéncia da descontaminac¢éo do TT dos frutos em inteiro (100 °C / 1 min.)
conduziu apenas a uma diminui¢do marginal da microbiota presente na matéria-
prima (BAL e B&L), pelo que o desenvolvimento de outros microrganismos
autéctones (por exemplo, leveduras) pode ter influenciado o comportamento dos
fermentados inoculados. A falta de reprodutibilidade obtida quanto a eficiéncia de
descontaminacao podera ser atribuida a problemas de escala uma vez que, neste
ensaio, foi tratada uma maior quantidade de frutos. Este facto tera de ser tomado
em consideracdo na posterior avaliacdo do comportamento de amostras
inoculadas com culturas puras.
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11.3. Fermentacdo controlada (2 estirpes de BAL al6ctones) e
efeito da adicdo de NacCl

Objetivos
e Estudar a influéncia da adicdo de 2,5% NaCl no processo fermentativo.
e Reavaliar a utilizacéo de 2 estirpes aléctones de BAL como CS: C244 e a C1090, por
terem apresentado, no ensaio anterior, a melhor e a pior performance fermentativa,

respetivamente.

Metodologia

Um lote de = 11 kg de frutos de TV das categorias verde e intermédio (na proporgdo 1:1)
foi descongelado de forma faseada, submetido, em inteiro, a TT (100 °C / 1 min.) e
homogeneizado (cf. 6.2). De seguida, as polpas foram divididas em dois grupos, tendo-se, num
deles, adicionado 2,5% NaCl. Para os dois tipos de polpa, inoculou-se = 33,3 mL das estirpes
C244 e C1090 (uma por cada tipo de amostra), e, no caso das amostras controlo (fermentacéo
espontanea — “Esp”), sem inoculagéo. Assim, prepararam-se 6 tipos de amostras (500 mL cada,
em frascos de 1 L), em triplicado, identificadas consoante as diferentes condi¢cdes: sem adi¢édo
de NaCl como Esp, C244 e C1090; e com adicao de 2,5% NaClcomo Esp_S, C244_Se C1090_S.

As amostras assim constituidas foram incubadas sob agitacédo orbital fraca (100 rpm) a
temperatura de 28 °C durante 14 dias. Durante este periodo, foram retiradas aliquotas no dia 0
e ao fimde 24 h, 48 h, 72 h, 7 dias e 14 dias de armazenamento para avaliacdo de parametros
microbioldgicos (contagens de BAL e B&L; cf. 7.2.1 e 7.2.2, respetivamente) e fisico-quimicos
(pH, AT, TSS, CFT, AOx e parametros CIELab). No ultimo dia de armazenamento, foi efetuada
uma andlise sensorial das amostras fermentadas para avaliar os atributos da cor, consisténcia,
aroma e apreciacao global.

Contagens de BAL e B&L

As contagens médias de BAL ao longo do armazenamento (Figura 11.11) revelaram que
o desenvolvimento da microbiota latica e das estirpes inoculadas néo foi influenciado pela adigé&o
de 2,5% NaCl. No tempo 0, a diferenca de contagens de BAL entre as amostras controlo (ca. 2,1
log UFC/mL) e as amostras inoculadas (ca. 7,4 log UFC/mL, independentemente da estirpe) foi
da ordem de ca. 5 ciclos log, independentemente da adicdo de NaCl, e é justificada pela adigcao

de inéculo, 8 log UFC/mL, nas Ultimas.
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Contagem de BAL(Log;, UFC/mL)
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Figura 11.11 | Variagdo nas contagens médias de BAL (log UFC/mL) de amostras de polpa de TV
inoculadas com CS puras de BAL sem (C244, C1090) e com (C244_S, C1090_S) adicdo de NaCl e de
amostras ndo inoculadas nas mesmas condi¢cdes (Esp e Esp_S), durante 14 dias. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparacgéo de pares das médias amostrais foi obtida
pelo procedimento de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

Nas amostras inoculadas (independentemente da estirpe e da adicdo de NaCl), verificou-
se uma ligeira reducdo (p > 0,05) nas contagens de BAL, de ca. 1,5 ciclos log, durante as
primeiras 24 h de fermentac@o. No periodo subsequente (48 h), observou-se um aumento
significativo, alcancando-se contagens de ca. 8,9 log UFC/mL, cujos montantes néo registaram
acréscimos significativos até ao final do periodo testado. Esta tendéncia de diminuicao inicial
podera ter correspondido a uma fase de adaptacéo do inéculo. Tanto nas amostras inoculadas
como nas amostras controlo, independentemente da adicdo de NaCl, foram alcancadas
contagens elevadas de BAL (> 6,8 log UFC/mL), assim como a respetiva manutencdo ao longo
do periodo testado. Estes resultados confirmam, mais uma vez, a aptiddo de desenvolvimento
deste grupo microbiano na matriz TV. As contagens iniciais (no dia 0) de BAL nas amostras
controlo (Esp e Esp_S), de ca. 2,1 log UFC/mL (face as contagens médias observadas na
matéria-prima tratada termicamente de < 10 UFC/mL e 4,5 log UFC/mL, nos ensaios 11.1 e 0,
respetivamente), confirmaram que o TT dos frutos inteiros (100 °C / 1 min.) promove apenas uma

descontaminacao parcial deste grupo microbiano.

Neste ensaio, o0 comportamento dos fermentados inoculados com as estirpes C244 e
C1090 foi muito semelhante, em contraste com o verificado no ensaio anterior, onde a estirpe

C1090 nao demonstrou um desenvolvimento expressivo durante o periodo testado.

O desenvolvimento do grupo B&L (Figura 11.12) também néo foi influenciado pela adicéo
de 2,5% NacCl, tendo-se observado contagens semelhantes (p > 0,05) nos dois tipos de polpa ao

longo das diferentes datas analisadas.
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Contagem de B&L(Log,, UFC/mL)
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Figura 11.12 | Variagdo nas contagens de B&L (log UFC/mL) de amostras de polpa de TV
inoculadas com CS puras de BAL sem (C244, C1090) e com (C244_S, C1090_S) adicdo de NaCl e de
amostras ndo inoculadas nas mesmas condi¢cdes (Esp e Esp_S), durante 14 dias. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparacéo de pares das médias amostrais foi obtida
pelo procedimento de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

A evolucédo das contagens de B&L exibiu um comportamento idéntico para todos os tipos
de amostra, sem diferengas significativas durante todo o periodo testado (com excec¢édo da
amostra C44_S as 72 h, que contabilizou valores significativamente inferiores). Durante as
primeiras 48 h de fermentacgéo, verificou-se um aumento significativo nas contagens médias de
B&L (ca. 4 ciclos Log), ao qual se seguiu uma estabilizacéo dos respetivos valores até ao final

do periodo testado, tendo-se alcangado valores finais > 6 log UFC/mL em todas as amostras.

Neste ensaio, as contagens de B&L iniciais (no tempo 0) para todas as amostras, a variar
entre 2,4 e 3,8 log UFC/mL, atestaram um efeito de descontaminacéo incipiente associado ao
TT, quando comparado com o mesmo efeito alcangado no ensaio 11.1, no qual as amostras
submetidas ao mesmo TT revelaram contagens muito inferiores (< 1 ciclo log). Acresce que, no
ensaio 11.1, a comparagdo entre amostras tratadas termicamente e amostras néo tratadas
(matéria-prima) foi associada a uma reducdo significativa de ca. 5 ciclos log. Estas diferencas
poderdo justificar-se pela quantidade de frutos submetida a TT em cada ensaio (+ 4 kg no ensaio
11.1vs. £ 11 kg no ensaio 11.3). Embora a contabiliza¢éo do tempo de TT (1 minuto) tenha inicio
a partir do momento em que a temperatura da agua de imersao alcanca o valor de 100 °C,
poderéo estar envolvidos outros fatores (como a proporg¢éo de frutos face ao volume de agua na
autoclave) a influenciar os fenémenos de transferéncia de calor. Esta questdo tera de ser tomada
em consideracdo em futuros ensaios.

Variagcdo do pH, AT e TSS
As variagBes médias de pH e da AT das amostras em estudo durante o periodo de
armazenamento, ilustradas nas Figura 11.13A-B (e Tabela V1.9, 0), traduzem a acidificagdo dos

produtos fermentados.

63



Ensaios de Fermentacao

(A) 44 (B) 18

14

12

. *%H------"-"'%

04

..

AT (g acido latico/100g PF)

0,2

ool I I 00
0 0 48 168 0 48 168 o 48 168
24 72 336 24 72 336 24 72 336 24 72 336
Sem NaCl Com NaCl Sem NaCl Com NaCl
-®- Esp 9-C244 & C1090 -$- Esp 9-C244 & C1090

(C) 10

TSS (°Brix)

0 48 168 0 48 168
24 72 336 24 72 336

Sem NaCl Com NaCl
-&- Esp -9-C244 - C1090

Figura 11.13 | Variagdo da (A) pH, (B) AT (g AL/100g PF) e (C) TSS (°Brix) de amostras de polpa
de TV inoculadas com CS puras de BAL sem (C244, C1090) e com (C244_S, C1090_S) adicao de NaCl e
de amostras ndo inoculadas nas mesmas condi¢Bes (Esp e Esp_S), durante 14 dias. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparagdo de pares das médias amostrais foi obtida
pelo procedimento de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

A evolucgdo dos pardmetros pH e AT revelou-se muito distinta entre as amostras inoculadas
e as amostras controlo (fermentacdo espontanea), independentemente da adicdo de NaCl.
Durante as primeiras 48 h, intervalo coincidente ao periodo de fermentacdo, as amostras
inoculadas (sem diferencas entre estirpes) manifestaram variagfes significativas na acidificagao
dos fermentados (reducdo média de 0,5 unidades e aumento médio de 0,7 g AL/100 g PF para
o pH e a AT, respetivamente) face as amostras controlo, cujas variagbes nunca se mostraram
significativas durante esse intervalo. Desta forma, os valores finais de pH e AT das amostras
inoculadas (ca. 3,4 unidades de pH e ca. 1,5 g AL/100 g PF para a AT) diferiram
significativamente face aos valores apresentados pelas amostras controlo (ca. 4,2 unidades de
pH e 0,8 g AL/100 g PF para a AT).

No caso da fermentacdo espontanea (amostras controlo), houve uma manutencao dos
valores de AT nas amostras sem adicao de NaCl contrariamente ao caracterizado nos ensaios
anteriores, nos quais foram sempre constatadas variagcfes significativas na acidificacdo, ainda
gue tenham ocorrido tardiamente (ao fim de 168 h) comparativamente as amostras inoculadas.
Neste ensaio, houve, ao invés, uma alcalinizacdo significativa (ca. 0,5 unidades de pH) nas
amostras controlo, onde os valores de pH final (ao fim de 336 h) foram superiores aos valores

iniciais. Este comportamento podera ser atribuido a aleatoriedade do tipo de fermentacao que
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decorre quando nédo se adiciona inéculo e, no caso, ser atribuido ao grupo B&L e ndo ao

desenvolvimento da microbiota latica.

Relativamente a variacédo de TSS, ilustrada na Figura 11.13C (e Tabela V1.9, 0), observou-
se, para todas as amostras (independentemente da adicao de NaCl e/ou da estirpe inoculada),
um padréo de evolucdo semelhante caracterizado por um decréscimo significativo nos valores
de TSS, de ca. 1,8 °Brix, durante as primeiras 48 h de fermentacdo e que corresponde ao
consumo de agulcares durante o desenvolvimento da microbiota. Apés este periodo, verificou-se
a respetiva manutencéo de valores, sem variagdes adicionais, até ao final do periodo testado. E
importante salientar que todas as amostras com adicdo de NaCl apresentaram valores de TSS
superiores, em ca. 3 °Brix, face as suas congéneres sem adi¢cdo de NaCl. Este desvio, que se
manteve constante ao longo de todas as medi¢8es no periodo de armazenamento, reflete o efeito
da adicdo de NaCl per se nas leituras refratométricas (Tabela VI.11, Anexo K —) € ndo um

aumento real do TSS.

A avaliacdo dos resultados de pH, AT, TSS e contagem de BAL expressa uma aptidao
fermentativa idéntica para as estirpes C244 e C1090, quer na presenca como auséncia de NacCl,
tendo ambas sido caracterizadas por um aumento médio de AT de ca. 75% e uma diminuicao
média de pH e TSS de ca. 14% e 26%, respetivamente, ao fim de 48 h de fermentacéo, sem
distingbes significativas entre as duas estirpes ao longo do periodo testado. Estes resultados
evidenciam, assim, uma diferenca no comportamento fermentativo da estirpe C1090 entre
ensaios. No ensaio anterior (ensaio 0), a estirpe C1090 n&o promoveu a acidificacdo do produto
fermentado (caracterizado por um menor, e mais tardio, decréscimo de pH e sem aumento
significativo de AT), indiciando, assim, uma menor aptidéo de fermentar o TV, comparativamente
a estirpe C244. Por outro lado, no presente ensaio, verificou-se um maior decréscimo de pH e
TSS e um aumento da AT superior e mais rapido, face as amostras equivalentes do ensaio O.
Para além disto, no presente ensaio, ndo se observaram quaisquer diferencgas significativas nas
variacbes de pH, AT e TSS entre as duas estirpes, 0 que indicia uma semelhanca nas suas
performances fermentativas. Uma possivel justificacéo para as diferencas de comportamento da
estirpe C1090 entre ensaios pode ser a ativacao tardia das suas vias metabdlicas durante o

ensaio 0 aguando da sua revitalizagéo, o que resultou na sua menor capacidade fermentativa.

Em concordancia com o presente ensaio, Khanna (2019) reportou que a adi¢cdo de NacCl
em concentracdes inferiores a 2,5% néo exerceu nenhum efeito significativo na variagédo de pH
e AT durante a fermentacao espontanea de chucrute (do aleméo, sauerkraut). Em amostras de
tempoyak fermentado espontaneamente'®® e de soja fermentada por Bacillus subtilis'®, também

nao foram observados efeitos significativos da adicdo de NaCl na variacao de pH.

Variacdo do CFT e AOx
Os padrdes evolutivos de CFT e AOx encontram-se ilustrados nas Figura 11.14A-B (e
Tabela VI.10, 0). Durante o armazenamento, os valores de CFT e AOx das amostras sem adicao

de NaCl evoluiram de forma distinta, consoante o tipo de amostra. Por outro lado, as amostras
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com adicao de NaCl exibiram um comportamento mais aproximado entre si, sem diferencas

significativas entre amostras.
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Figura 11.14 | Variacdo do (A) CFT (mg EAG/100g PF) e da (B) AOx (umol ET/100g PF) de
amostras de polpa de TV inoculadas com CS puras de BAL sem (C244, C1090) e com (C244_S, C1090_S)
adicdo de NaCl e de amostras ndo inoculadas nas mesmas condi¢fes (Esp e Esp_S), durante 14 dias. Os
dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparagao de pares das médias amostrais
foi obtida pelo procedimento de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca
de 95%.

De forma geral, a adi¢céo de 2,5% NaCl ndo influenciou significativamente os valores de
CFT ao longo do periodo testado (Figura 11.14A), tendo apenas provocado uma menor dispersdo
dos resultados entre amostras. Independentemente da adi¢do de NacCl, a evolu¢cédo de CFT ao
longo do periodo testado consistiu numa tendéncia de diminuicao (p > 0,05) durante o periodo
fermentativo, seguida de uma tendéncia de aumento (p > 0,05) até ao fim do periodo de
armazenamento. Apesar destas variacdes, os valores iniciais de CFT, que oscilaram entre 32,76
e 42,80 mg EAG/100 g PF, e os respetivos valores finais, que oscilaram entre 29, 87 e 40,03 mg
EAG/100 g PF, ndo apresentaram diferengas significativas entre si. Ao fim de 14 dias de
armazenamento, as amostras com adicdo de NaCl apresentaram valores de CFT ligeiramente
superiores (p > 0,05) face as respetivas amostras sem adi¢cao de NaCl (aumento de 8%, 18% e

34% para as amostras C244, Esp e C1090, respetivamente).
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A adicao de 2,5% NaCl nas amostras inoculadas provocou um aumento ligeiro da AOXx
(11% e 26% para as estirpes C244 e C1090, respetivamente) ao fim de 336 h de armazenamento
(Figura 11.14B), sendo considerado significativo apenas para as amostras C1090. A variacdo da
AOx entre amostras sem NaCl exibiu padrdes evolutivos distintos, enquanto as amostras com
NaCl apresentaram uma menor dispersdo de resultados. A evolucdo de AOx de todas as
amostras ao longo do periodo testado exibiu um comportamento analogo ao do CFT, com uma
tendéncia inicial de decréscimo (p > 0,05), seguido de uma tendéncia de aumento (p > 0,05) até
ao final do periodo de armazenamento, onde foram alcangados valores finais idénticos aos

respetivos valores iniciais.

Em amostras de tomate de diferentes variedades!’®1"!, os teores de CFT e AOx durante
a fermentacéo ndo sofreram alteracdes significativas pela adicdo de 50-80 mM NacCl. A adi¢édo
de NaCl a amostras de rebentos de rabanetel’? e rebentos de brocolos!’ fermentados também

nado influenciou os teores de CFT.

Obteve-se ainda uma correlacéo significativa e positiva entre o CFT e a AOx das polpas
de TV, com um coeficiente de correlacdo de 0,51. Porém, é de notar que, na fermentacdo
controlada (amostras inoculadas com as estirpes bacterianas), esta correlacdo foi ligeiramente
superior, com um valor de r = 0,59, enquanto para a fermentagdo espontanea (amostras controlo)
néo foi verificada qualquer correlagéo (Tabela VI.12, Anexo L —). A correlacdo positiva entre CFT
e AOx traduz que parte significativa da AOx das amostras pode ser atribuida & composicao

fenolica.

Variacdo dos parametros CIELab
As variacdes dos parametros CIELab (°h, a*, Wl e DTC) das amostras fermentadas de
polpa de TV na auséncia e presenca de NaCl estdo ilustradas nas Figura 11.15A-D,

respetivamente.

A alteracdo da tonalidade dos fermentados, expressa pelas variacées de °h (Figura
11.15A), caracterizou-se por um decréscimo significativo durante o periodo fermentativo (até as
48 h) e respetiva manutencao da tonalidade durante o periodo subsequente, independentemente
da adicao de NaCl. Contudo, a adicao de NacCl influenciou significativamente a tonalidade das
amostras controlo: as amostras Esp exibiram valores inferiores face as amostras C244 e C1090
durante todo o periodo testado (a exce¢do dos valores finais, semelhantes entre amostras),
enquanto a tonalidade das amostras Esp_S néo denotou diferengas significativas relativamente
as amostras C244_S e C1090_S. Ademais, a adi¢cao de 2,5% NaCl influenciou a manutencao da
tonalidade das amostras, tendo provocado um ligeiro aumento nos valores finais de °h (A < 3),

nao percetivel visualmente.
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Figura 11.15 | Variagéo dos valores médios dos parametros instrumentais da cor — (A) Tonalidade,
(B) Parametro a*, (C) Indice WI e (D) Diferenca total de cor — para as amostras de polpa de TV inoculadas
com CS puras de BAL sem (C244, C1090) e com (C244_S, C1090_S) adi¢do de NaCl e para as amostras
ndo inoculadas nas mesmas condi¢des (Esp e Esp_S), durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao
teste estatistico ANOVA fatorial e a comparagdo de pares das médias amostrais foi obtida pelo
procedimento de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianga de 95%.

Para todas as amostras, o padrdo evolutivo de WI (Figura 11.15C) revelou variacdes
significativas ao longo do periodo de armazenamento. Durante as primeiras 72 h, todas as
amostras denotaram variacdes inconsistentes: escurecimento até as 24 h, aclaramento no
periodo 24-48 h e, novamente, escurecimento durante o intervalo 48—72 h. Apés este periodo,
denotou-se uma tendéncia de escurecimento ligeiro, até se alcancarem valores finais
semelhantes aos iniciais. As amostras C244_S constituiram uma exceg¢do, ao revelarem niveis
de escurecimento mais acentuados no final do periodo testado. O efeito da adi¢cdo de NaCl foi
marginal na evolugdo deste parametro, porém aumentou a diferenga entre amostras. E
importante ainda salientar que o aclaramento das amostras coincidiu, mais uma vez, com a

acidificacdo dos fermentados.

De modo geral, a evolucdo de DTC foi idéntica para todas as amostras (Figura 11.15D) e
caracterizou-se por uma tendéncia de aumento durante o periodo testado, com a principal
variacdo da cor (p < 0,05) a ocorrer logo ao fim de 24 h de fermentagéo (ca. 2,5 e 3,2 para
amostras sem e com NaCl, respetivamente). Ao final de 14 dias, ndo foram observadas
diferencas significativas entre amostras com e sem adi¢do de NaCl, com valores superiores a
4,5 a traduzir variacbes muito distintas®” (cf. Tabela 8.1). Assim, a adi¢do de 2,5% NaCl ndo

influenciou o padréo evolutivo de DTC, apenas acentuou a alteracao da cor.
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A relacdo de DTC com os parametros a*, °h e WI (Tabela VI.13, Anexo L —) expressou as
seguintes correlagdes: r = 0,56 para a*, r = -0,33 para °h e r = -0,40 para WI. Deste modo, a
perda da tonalidade verde inicial e o escurecimento foram os principais responséaveis pela

alteracdo da cor das amostras durante o periodo testado.

Tal como verificado no presente estudo, tanto em amostras de azeitona verde Alorefia
fermentadas espontaneamente com adicdo de NaCl (e outras misturas de sais)’* como em
amostras de azeitona (Olea europaea) fermentadas por L. plantarum na presenca e auséncia de

NaClI*", ndo foram reportadas alteracGes significativas nos seus parametros colorimétricos.

Analise sensorial
A avaliacdo sensorial dos fermentados de TV (Figura 11.16) foi realizada apenas no ultimo
dia de armazenamento por um painel de provadores que classificou os seus atributos da cor,

consisténcia, aroma e apreciagéo global segundo uma escala heddnica de 1 a 5 (cf. em 8.10).
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Figura 11.16 | Classificacdo média atribuida durante a avaliagdo sensorial da cor, consisténcia,
aroma e apreciagdo global de amostras de polpa de TV inoculadas com CS puras de BAL sem (C244,
C1090) e com (C244_S, C1090_S) adicao de NaCl e de amostras ndo inoculadas nas mesmas condi¢des
(Esp e Esp_S) ao 14° dia de armazenamento.

Apesar da adi¢cdo de 2,5% NaCl ter enaltecido algumas das caracteristicas organoléticas
dos fermentados (cor e aroma), principalmente nas amostras inoculadas, ndo se verificou
influéncia marcada na apreciacao sensorial das amostras e, em consequéncia, ndo se alterou o

sentido da respetiva aceitacao sensorial.

As amostras inoculadas obtiveram classificacdes = 3 em todos os atributos, ndo existindo
diferencas significativas entre as duas estirpes. De modo geral, embora as diferengas ndo sejam
consideradas significativas, as amostras com adicdo de NaCl obtiveram classificacdes
ligeiramente superiores face as respetivas amostras sem adicdo de NaCl para todos os atributos
(cor, consisténcia e aroma). Particularmente, em nota de ficha de prova, os provadores
descreveram aromas considerados agradaveis e percecao de aromas frutados para as amostras
com NaCl. Inversamente, as amostras controlo, independentemente da adicdo de NacCl,

obtiveram classificacdes inferiores as amostras inoculadas em todos os atributos avaliados,
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particularmente no aroma. Nestas, as classificacdes médias ndo superaram o valor de 3 em
nenhum dos atributos, com particular destaque para a manifestacdo de aroma desagradavel,
contribuindo, assim, para a sua rejei¢cdo sensorial. Os provadores classificaram ainda todas as
amostras segundo a sua apreciacdo global e as amostras controlo obtiveram classificacbes
abaixo do limite de aceitacdo (< 3), enquanto as amostras inoculadas (sem diferencas
significativas entre estirpes) obtiveram sempre classificacdes com valores médios superiores a

3. A amostra C244_S foi eleita com a melhor classificacéo.

A semelhanca do verificado no presente ensaio, Omafuvbe (2006) reportou que, em soja
fermentada por Bacillus subtilis, embora ndo existissem diferencas significativas entre as
propriedades organoléticas de amostras de soja fermentadas na presenca e auséncia de 1 % de

NaCl, os provadores demonstraram uma preferéncia pelas primeiras.

Consideracdes intercalares

— Nos fermentados de TV inoculados com culturas puras de L. plantarum (C244) e
W. paramesenteroides (C1090), a adicdo de 2,5% NaCl ndo influenciou o
desenvolvimento e a aptiddo fermentativa das estirpes de BAL.

— Ao contrario do verificado no ensaio anterior, a estirpe C1090 apresentou uma
aptidao fermentativa semelhante a estirpe C244.

— Nos fermentados, a elevada viabilidade das BAL (> 7 log UFC/mL) durante o total
do armazenamento, independentemente da estirpe e da adicdo de NaCl, é
favoravel para a obtencdo de um produto probidtico.

— Nos fermentados inoculados com a estirpe C244, ndo se verificou alteracdo
significativa do CFT e AOx. Nos fermentados com a estirpe C1090, a adi¢cao de
NaCl provocou um aumento dos valores de CFT e AOX.

— A cor dos fermentados nao foi expressivamente influenciada pela adi¢éo de 2,5%
NaCl. J4 o desenvolvimento de aroma nas amostras fermentadas foi influenciado
pela estirpe inoculada (estirpe C244 com classificagbes mais elevadas) e pela
adicdo de NaCl (classificacdes mais elevadas), mas sem alteracdo do sentido de
aceitacdo sensorial das amostras (aceitacao/rejeicdo).

— Nas amostras onde decorreu a fermentacdo espontanea, independentemente da
adicdo de NacCl, ndo se verificou acidificacdo do meio, apesar de se ter verificado
diminuicao significativa de sélidos sollveis e desenvolvimento da microbiota latica.
Mais uma vez, constatou-se o desenvolvimento de aromas indesejaveis a
comprometer a aceitacao global destes fermentados.
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11.4. Fermentacao controlada (2 estirpes de BAL com potencial
probidtico in vitro)

Objetivos
Testar a performance fermentativa de 2 estirpes de BAL com potencial probidtico in vitro
(C1090 e BAL97) como CS na fermentacao de TV.

Metodologia

Um lote de = 7 kg de frutos de TV das categorias verde e intermédio (na proporcao 1:1)
armazenados (-20 °C) foi descongelado faseadamente, homogeneizado com adicao de 2,5%
NaCl (cf. 6.2) e posteriormente tratado termicamente (110 °C durante 2 minutos). A partir das
polpas preparadas, constituiram-se 3 tipos de amostras (500 mL cada, em frascos de 1 L), em
triplicado: amostra controlo, sem inoculacdo de estirpes (Id: Esp), e 2 tipos de amostras
inoculadas individualmente (= 13,3 mL de in6culo) com as estirpes C1090 e BAL97, cuja

identificacdo remete para a estirpe inoculada (Id: C1090 e BAL97, respetivamente).

Todas as amostras foram incubadas sob agitacéo orbital fraca (100 rpm) a temperatura de
28 °C, durante 14 dias. No curso do processo, foram retiradas aliquotas de cada amostra no dia
0 e ao final dos periodos de 24 h, 48 h, 72 h, 7 e 14 dias para avaliacdo de parametros
microbioldgicos (contagens de BAL e B&L; cf. 7.2.1 e 7.2.2, respetivamente) e fisico-quimicos
(pH, AT, TSS, parametros CIELab, CFT e AOx). No ultimo dia de armazenamento, foi efetuada
uma analise sensorial das amostras fermentadas para avaliar os atributos da cor, consisténcia,

aroma, sabor e apreciagao global.

Contagens de BAL e B&L

As contagens médias de BAL das amostras (Figura 11.17) demonstraram, mais uma vez,

a capacidade de desenvolvimento deste grupo bacteriano na matriz TV.
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Figura 11.17 | Variag&o das contagens médias de BAL (log UFC/mL) de amostras de polpa de TV
inoculadas com CS puras de BAL (C1090 e BAL97) e de amostras nao inoculadas (Esp), durante 14 dias.
Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparacdo de pares das médias
amostrais foi obtida pelo teste de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianga
de 95%.
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A adicdo da estirpe (in6culo de 8 log UFC/mL) apds o tratamento térmico das polpas
justifica a diferenca entre as contagens iniciais (ao tempo 0) das amostras controlo e inoculadas.
Em geral, as amostras inoculadas mantiveram as contagens (ca. 7,3 e 8,5 log UFC/mL para
C1090 e BAL97, respetivamente) ao longo de todo o periodo testado. Na amostra controlo,
observaram-se contagens reduzidas (< 10 log UFC/mL) durante as primeiras 24 h devido ao TT
aplicado. Apoés este periodo, verificou-se um aumento gradual (p < 0,05) das contagens de BAL,
até se atingirem valores de ca. 8,2 log UFC/mL no final do periodo testado.

A variacdo das contagens médias de B&L presentes nas amostras fermentadas de TV

durante o periodo de 14 dias encontra-se ilustrada na Figura 11.18.
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Figura 11.18 | variag&o das contagens médias de B&L (log UFC/mL) de amostras de polpa de TV
inoculadas com CS puras de BAL (C1090 e BAL97) e de amostras ndo inoculadas (Esp), durante 14 dias.
Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparagédo de pares das médias

amostrais foi obtida pelo teste de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca
de 95%.

O TT aplicado foi eficaz na eliminacdo deste grupo microbiano, uma vez que se obtiveram
contagens muito baixas (< 10 log UFC/mL) em todas as amostras, que se mantiveram durante
as primeiras 24 h de fermentagdo. A amostra BAL97 manteve estas contagens durante todo o
periodo testado, enquanto nas amostras Esp e C1090, apés o periodo inicial de 24 h, observou-
se um aumento significativo de B&L, alcancando valores finais de 7,9 e 3,9 log UFC/mL,
respetivamente. A auséncia de desenvolvimento do grupo B&L nas amostras BAL97 pode ser
justificado pelo maior desenvolvimento de BAL nas mesmas, enquanto grupo dominante e mais
competitivo pelos nutrientes.

Variagcdo do pH, AT e TSS
As variaces de pH e AT, ilustradas nas Figura 11.19A-B (e Tabela VI1.14, 0), evidenciaram

as diferentes performances fermentativas das estirpes bacterianas.
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Figura 11.19 | Variagdo da (A) pH, (B) AT (g AL/100g PF) e (C) TSS (°Brix) de amostras de polpa
de TV inoculadas com CS puras de BAL (C1090 e BAL97) e de amostras néo inoculadas (Esp), durante 14
dias. Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparacéo de pares das médias
amostrais foi obtida pelo procedimento de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de
confianca de 95%.

Nas amostras BAL97, verificou-se uma diminui¢&o significativa de pH (ca. 0,5 unidades)
ao fim de 24 h, que continuou gradualmente (p < 0,05) até as 168 h de armazenamento. Por
outro lado, nas amostras C1090, verificou-se que a diminui¢do significativa de pH (ca. 0,7
unidades) ocorreu mais tarde, ao fim de 168 h. Apds este periodo, o pH de ambas as amostras
ndo registou variacdes adicionais até ao final do periodo testado (ca. 3,2), sem diferencas
significativas entre si. A variacdo de AT (em sentido inverso) revelou um comportamento
semelhante, com a estirpe BAL97 a acidificar o meio mais rapidamente face a estirpe C1090.
Para BAL97, observaram-se aumentos significativos e graduais desde o inicio da fermentacéo
até as 168 h de armazenamento (ca. 1,2 g AL/100 g PF), enquanto para a estirpe C1090 apenas
se observaram aumentos significativos ao fim de 168 h (ca. 0,8 g AL/100 g PF).
Independentemente dos diferentes comportamentos fermentativos, os valores finais de AT, ca.

2,2 g AL/100 g PF, n&o diferiram entre estirpes (p > 0,05).

Por sua vez, a amostra controlo ndo exibiu varia¢des significativas de pH e AT durante
todo o periodo testado, apresentando valores médios de 3,9 unidades e 0,9 g AL/100 g PF,
respetivamente. Estes resultados diferem dos observados em ensaios anteriores para 0 mesmo
tipo de amostra, pelo que comprovam, novamente, a falta de reprodutibilidade da fermentagéo

espontanea.
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Quanto a variacao dos valores de TSS, ilustrada na Figura 11.19C (e Tabela VI.14, 0), as
amostras BAL97 denotaram uma diminui¢&o significativa de TSS ao fim de 24 h (ca. 0,4 °Brix),
atingindo valores minimos ao fim de 168 h (ca. 5,1 °Brix). Nas amostras C1090, verificou-se um
atraso no consumo de TSS, com diminui¢éo significativa, de ca. 0,6 °Brix, apenas ao fim de 168
h. Para a amostra controlo, os valores de TSS néo sofreram variacdes significativas ao longo do

periodo testado.

Variacdo do CFT e AOx
As variagBes de CFT e AOx das amostras encontram-se ilustradas nas Figura 11.20A-B
(e Tabela VI.14, 0).
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Figura 11.20 | Variagédo do (A) CFT (mg EAG/100g PF) e da (B) AOx (umol ET/100g PF) de
amostras de polpa de TV inoculadas com CS puras de BAL (C1090 e BAL97) e de amostras ndo inoculadas
(Esp), durante 14 dias. Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparacéo de
pares das médias amostrais foi obtida pelo teste de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o
intervalo de confian¢a de 95%.

O CFT das amostras ao longo do periodo testado, apresentado na Figura 11.20A, mostra
gue a evolucéo dos respetivos valores ndo diferiu significativamente entre tipos de amostras,
tendo-se alcancado valores médios de ca. 36,2 mg EAG/100 g PF ao fim de 14 dias de

armazenamento, semelhantes aos valores iniciais.

A avaliacdo da AOx ao longo do periodo testado exibiu comportamentos diferentes
consoante o tipo de amostras (Figura 11.20B). Nas amostras Esp e C1090, as variagdes ao longo
do periodo testado nunca foram significativas, com valores finais semelhantes aos iniciais (ca.
1160,5 e 1070,5 pumol ET/100 g PF, respetivamente). As amostras BAL97 revelaram-se uma
excecdo a este comportamento, com um decréscimo significativo da AOx ao fim de 24 h e
contabilizando, no final, valores de 962,1 umol ET/100 g PF, inferiores (p < 0,05) aos iniciais. No
final do armazenamento, estas amostras contabilizaram valores inferiores relativamente as
restantes, diferenca essa que foi significativa face a amostra Esp (17%).

Entre todas as amostras, obteve-se ainda uma correlacdo significativa e positiva entre o
CFT e a AOx, com um valor de r = 0,75 (Tabela VI.15, 0). Tal como mencionado na discusséo
anterior (ensaio 10.1), diversos estudos relataram correlagdes significativas e positivas entre CFT

de extratos de tomate e os respetivos valores de AOx: r = 0,941, r = 0,73%%; r = 0,842, Assim,
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a correlacao positiva mais baixa, obtida neste ensaio, permite especular que apesar dos fendlicos
serem os principais responséaveis pela AOx, havera igualmente outros compostos envolvidos na

AOx das amostras.

A bibliografia relativa a variacdo da composi¢éo fendlica e da atividade antioxidante de
produtos fermentados de origem vegetal, e para uma diversidade de estirpes como CS, expressa
tendéncias muito diversificadas. Com efeito, sdo referidos casos de aumento, diminuicao ou
manutenc¢do dos teores iniciais durante os periodos de fermentacdo e armazenamento. Yang et
al. (2018) relataram que a utilizag&o de L. plantarum na fermentacdo de sumo de magéa conduziu
a uma diminuicdo significativa do CFT durante o armazenamento. A mesma tendéncia foi
reportada para a fermentacdo de sumo de papaia'’’ e de azeitonas!’® com utilizagcdo de estirpes
de L. plantarum. Inversamente, foram verificados ligeiros aumentos no CFT em sumo de tomate
fermentado por L. plantarum e L. casei®?. J4 em sumo de péra (Opuntia sp., cv. “skinners court”)
fermentado por L. fermentum, n&o foram observadas varia¢des significativas no CFT durante um
periodo de 48 h'’®. Concretamente, em sumo de tomate fermentado quer por L. casei e L.
plantarum®? quer por outras espécies de BALO, sio referidos valores de CFT entre 17-20 mg
EAG/100 g e 19-37 mg EAG/100 g, respetivamente, préximo da gama avaliada nas amostras

em estudo.

Chen et al. (2018) reportaram tendéncias de variacdo opostas na avaliacdo da AOx de
sumo de papaia fermentado na dependéncia da estirpe utilizada como CS: a utilizagdo de L.
acidophilus provocou um decréscimo significativo de AOx, enquanto a utilizacdo de L. plantarum
provocou um ligeiro aumento. Um aumento ligeiro foi igualmente observado para azeitonas
fermentadas com estirpes de L. plantarum!’®. Para sumo de tomate®® e sumo de amora'®®
fermentados com diversas estirpes de BAL, nomeadamente L. plantarum, foram reportados
aumentos significativos de AOx durante a fermentagdo. O aumento da AOx em alimentos
fermentados pode ser atribuido a acumulagao de compostos antioxidantes, incluindo compostos

fendlicos, flavonoides e enzima superdxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)*8L,

A informag&o disponivel sobre a influéncia de compostos fendlicos no desenvolvimento e
viabilidade das BAL é ainda escassa, sendo que as vias metabolicas de biossintese ou
degradagdo de compostos fenolicos pela populacdo de BAL ainda ndo foram totalmente
esclarecidas'®. No entanto, a transformac&o microbiana e a despolimerizacdo de compostos
fendlicos de elevado peso molecular podem, nalguns casos, justificar os aumentos do CFT que
se verificam durante a fermentag&o®®3. Por outro lado, verifica-se que o efeito bacteriostatico
exercido por elevadas concentragfes de compostos fendlicos sobre a populagédo de BAL pode
ser superado através de mecanismos préprios de adaptacao que, ao promover a degradacéo
fendlica, garantem a continuidade do desenvolvimento das BAL. Este mecanismo pode, assim,
justificar a diminuicdo do CFT durante a fermentagdo de HF'%2. Em suma, a interacdo entre a
populacdo de BAL e os fendlicos alimentares é altamente dependente da natureza e da
qguantidade de compostos fendlicos presentes na matéria-prima fermentada, bem como das

estirpes envolvidas no processo fermentativo.
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Variacdo dos parametros CIELab

As variagdes dos parametros CIELab (°h, a*, Wl e DTC) das amostras fermentadas de TV

estdo ilustradas nas Figura 11.21A-D, respetivamente.
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Figura 11.21 | Variacao dos valores médios dos parametros instrumentais da cor — (A) Tonalidade,
(B) Parametro a*, (C) Indice WI e (D) Diferenca total de cor — para as amostras de polpa de TV inoculadas
com CS puras de BAL (C1090 e BAL97) e de amostras ndo inoculadas (Esp), durante 14 dias. Os dados
foram submetidos ao teste estatistico ANOVA fatorial e a comparacao de pares das médias amostrais foi
obtida pelo teste de Tukey com p = 0,05. As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%.

A tonalidade de todas as amostras, expressa pelas variacdes de °h (Figura 11.21A),
revelou uma tendéncia de aumento durante as primeiras 48 h, ndo denotando, porém, variacdes
significativas entre amostras. A partir deste periodo, as amostras BAL97 conservaram a
tonalidade até ao final da avaliacdo. No entanto, para as amostras Esp e C1090, no periodo
subsequente (48 — 72 h), manteve-se a tendéncia de aumento dos valores de °h (alcancando-se
valores maximos e semelhantes entre si), seguido de uma diminuicdo para o final do
armazenamento, mais acentuada nas amostras controlo. No final do periodo testado, as
diferencas de tonalidade entre amostras foram significativas. Contudo, sé as diferencas entre a

amostra controlo e as amostras inoculadas foram percebidas visualmente (A°h = 3).

Para todas as amostras, o parametro a* (Figura 11.21B) apresentou valores negativos e
semelhantes entre si durante as primeiras 72 h. A partir deste periodo, as amostras controlo
verificaram aumentos significativos de a* (perda da tonalidade verde), enquanto as amostras
C1090 e BAL97 mantiveram valores semelhantes e sem variac6es adicionais até ao final do

ensaio.
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O indice WI revelou variacdes significativas entre amostras ao longo do periodo de
armazenamento (Figura 11.21C). As amostras BAL97 denotaram um aumento significativo dos
valores de WI ao fim de 24 h, o que se traduziu no respetivo aclaramento e que se manteve sem
variagOes adicionais até ao final do ensaio. Inversamente, a amostra Esp revelou uma tendéncia
de escurecimento (diminuicdo dos valores de WI) significativo no periodo inicial de 24 h,
manutengdo até as 72 h e o aumento dos niveis de aclaramento até ao final do ensaio,
alcancando valores finais semelhantes aos das restantes amostras. Nas amostras C1090, ndo
se verificaram variacdes significativas nos niveis de escurecimento durante as primeiras 72 h,
tendo-se observado niveis superiores de aclaramento nos periodos posteriores. Faz-se notar
que a evolucado deste indice acompanhou as variacdes na acidificacdo dos respetivos
fermentados (correlacdes significativas com pH (r = -0,69) e AT (r = 0,66)), salientando,

novamente, um possivel efeito de inibicdo enzimatica da PPO em ambiente acido (pH < 4).

Nas amostras inoculadas BAL97 e C1090, a DTC (Figura 11.21D) ndo excedeu uma
unidade de variacdo (ca. 0,1 e 0,5, respetivamente) durante o total do periodo, traduzindo
pequenas variagbes de cor®” (cf. Tabela 8.1). Por outro lado, na amostra Esp, a DTC alcangou
valores superiores a 3 (t = 72 h), expressando, assim, variacdes de cor consideradas distintas

de acordo com a mesma classificac¢ao.

Das correlagdes entre os valores de a*, °h, Wl e DTC (Tabela VI.16, Anexo M —), verificou-
se que o parametro a* corelacionou-se significativamente com tonalidade (r = -0,92), enquanto o
DTC correlacionou-se significativamente com a tonalidade (r = 0,43) e o WI (r = -0,45). No caso,
e tal como verificado nos ensaios anteriores, 0 escurecimento e a perda de tonalidade verde

inicial foram as principais alterac6es da cor das amostras,

Andlise sensorial
A avaliacdo sensorial dos fermentados (Figura 11.22) foi realizada apenas no ultimo dia
de armazenamento por um painel de provadores que classificou os seus atributos da cor, aroma,

sabor, consisténcia e apreciacao global segundo uma escala hedénica de 1 a 9 (cf. em 8.10).

As amostras inoculadas obtiveram classificacfes positivas (> 5) em todos os atributos
avaliados (a excecédo do sabor para a amostra BAL97), ndo verificando diferencas significativas
entre si. A amostra C1090 destacou-se pela positiva relativamente a sua aparéncia, cor e aroma
(descrito como frutado), enquanto a amostra BAL97 foi notada pelo excesso de acidez. A amostra
C1090 foi a mais apreciada pelos provadores por corresponder a um equilibrio entre os atributos
cor, aroma e sabor. A amostra Esp, apesar de ter obtido classifica¢cdes positivas para todos os
atributos, foi penalizada pelos provadores devido a cor mais escura e ao aroma percebido como

mais desagradavel (menos aromatico e frutado).
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Figura 11.22 | Classificagdes médias atribuidas durante a avaliagdo sensorial da cor, aroma, sabor,
consisténcia e apreciacao global de amostras de polpa de TV inoculadas com CS puras de BAL (C1090 e
BAL97) e de amostras ndo inoculadas (Esp) ao 14° dia de armazenamento.

No estudo de Di Cagno et al. (2009) sobre sumo de tomate fermentado, foi demonstrado
gue a utilizacéo de L. plantarum déa origem a diferentes perfis arométicos dependendo do tipo da
estirpe utilizada, bem como da sua origem (nativa ou al6ctone). Esta especificidade associada a
estirpe utilizada como CS demonstra a importancia da selecdo das estirpes para alcancar um

produto sensorial aceitavel**.

Aumento de escala (scale up)

ApOs a realizacdo deste ensaio, todas as amostras inoculadas foram novamente
preparadas em quantidades mais elevadas (5 L) e enviadas para uma empresa industrial, com o
intuito de avaliar o seu comportamento fermentativo numa escala superior e de realizar
formulagdes para o protétipo do produto final. Contudo, até a data, ainda nao foram comunicadas

quaisquer conclusdes.

Consideracdes intercalares

— Os fermentados inoculados com a estirpe BAL97 manifestaram uma melhor
performance fermentativa pela maior rapidez de acidificagado, face a estirpe C1090.

— Ambos fermentados inoculados foram sensorialmente aceites, tendo-se
destacado os fermentados inoculados com a estirpe C1090 com classificacfes
maximas atribuidas a cor, sabor e aroma frutado.

— O escurecimento e a perda da tonalidade verde inicial foram as principais
alteracdes da cor dos fermentados.

— Osvalores de CFT e AOx néo sofreram varia¢cfes significativas durante o periodo
testado, independentemente do tipo de amostra, mantendo niveis médios de ca.
36,2 mg EAG/100 g PF e 1064,4 ET/100 g PF, respetivamente.
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

12. Conclus0des gerais

O tomate-industria ndo amadurecido (TV), cv. H1015, demonstrou constituir um substrato

vidvel na fermentacéo latica quer de forma natural (espontanea) quer pela introducao de indculos

de bactérias do &cido latico (BAL) enquanto culturas starter.

Com vista a selecdo de culturas starter, foram isoladas, caracterizadas e identificadas

(bioquimica e molecularmente) estipes da microbiota latica do TV e da colecdo do INIAV,

confirmando-se que:

As estirpes de BAL predominantes no TV pertencem aos géneros
Lactiplantibacillus, Leuconostoc e Weissella, tendo sido selecionadas como
potenciais starters as estirpes W. cibaria, L. plantarum, L. citreum, L. lactis e W.
confusa, com garantia a priori da necesséria adaptacdo a matriz.

Da colecdo do INIAV, caracterizou-se e confirmou-se a identidade de duas
estirpes — L. plantarum e W. paramesenteroides — com aptiddo no processo
fermentativo de TV.

Da avaliacédo do potencial probidtico in vitro e da tolerancia a elevadas concentracbes de

solanina ao conjunto de nove estirpes de BAL (2 al6ctones e 7 autdctones), conclui-se que:

As estirpes W. paramesenteroides (aloctone) e L. plantarum (autéctone) foram as
Unicas estirpes que resistiram, simultaneamente, as condi¢cdes de pH &cido e
presenca de sais biliares (simulacdo de condi¢bes gastrointestinais), mantendo a
viabilidade (> 7 log UFC/mL) exigida para considera-las com potencial probiotico
in vitro.

A adicdo de solanina (200 ppm) nao influenciou o desenvolvimento das estirpes
testadas, demonstrando a respetiva tolerancia a este alcaloide.

Dos testes de fermentacao (controlada vs. esponténea), concluiu-se que:

A utilizacdo de culturas starter no processo de fermentacdo assinalou diversas
vantagens face a fermentac@o espontédnea, nomeadamente maior eficiéncia e
reprodutibilidade no processo. As estirpes de BAL testadas nas polpas de TV
promoveram uma acidificacdo mais rapida do meio e originaram fermentados com
melhor aceitacdo sensorial, face aos produtos fermentados espontaneamente.
Nestes, o desenvolvimento da cor (mais escura) e, por vezes, de aromas
desagradaveis comprometeram a respetiva aceitacao sensorial.

A variagdo da cor apés fermentacao manifestou-se pela perda da tonalidade verde
e pelo escurecimento das polpas iniciais. Estas variacdes mostraram ser
dependentes do metabolismo bacteriano e, em particular, do nivel de acidificacao
dos fermentados. Nos fermentados inoculados, a acidificacdo mais acentuada e
mais rapida atuou como fator anti-escurecimento.
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Consideracoes Finais

— Verificou-se a manutencdo da composicdo bioativa de interesse alimentar
(avaliada através do CFT e da AOx) durante o periodo fermentativo e tempo de
armazenamento (14 dias) face aos teores contabilizados na matéria-prima.

— A adicao de NaCl (2,5 %) provocou um efeito marginal no processo fermentativo.
Contudo, a sua adicdo pode revelar-se vantajosa por enaltecer os atributos
sensoriais (como o sabor), por aumentar a capacidade de conservagdo dos
fermentados e pelo aumento da biodisponibilidade de compostos bioativos.

— Os fermentados de TV produzidos com as estirpes de BAL com potencial
probidtico in vitro (W. paramesenteroides aloctone e L. plantarum autdctone)
constituem um ingrediente de base para a formulacdo de molhos, sensorialmente
apelativos (aparéncia, aroma e sabor), com composicdo bioativa de interesse
alimentar e com potencialidades probiéticas. Assim, confirmou-se a viabilidade
desta estratégia na valorizagao de frutos ndo amadurecidos de tomate-industria
atualmente desaproveitados (economia circular) e como um contributo para a
diversificacdo da oferta de fermentados de origem vegetal.

Divulgacao

14.

Comunicacao em painel, intitulada “Inoculated fermentation of immature-tomato with
potential probiotic Lactiplantibacillus plantarum and Weissella paramesenteroides
starter cultures”, no XV Encontro de Quimica dos Alimentos, realizado no Funchal,
Madeira entre 5 e 8 de setembro de 2021 (capitulo 0).

Artigo cientifico, intitulado “Selection of autochthonous LAB strains of unripe green
tomato towards the production of highly nutritious ingredients”, publicado na revista
cientifica Foods'®* (capitulo 10). Doi: https://doi.org/10.3390/foods10122916.

Elaboragao do artigo cientifico em fase de conclusao, com o titulo provisério “Inoculated
fermentation of unripe green tomato with potential probiotic Lactiplantibacillus
plantarum and Weissella paramesenteroides starter cultures strains towards the
production of highly nutritious ingredients” (capitulo 0).

Perspetivas futuras

Em continuidade deste trabalho, perspetiva-se o aprofundamento dos seguintes topicos:

— Continuacdo da avaliagdo das caracteristicas probitticas das estirpes de BAL
selecionadas com potencial probi6tico in vitro. Preveem-se estudos como a avaliacao
da capacidade de adeséo das estirpes as células epiteliais do intestino, da tolerancia
a enzimas pancreaticas, da hidrofobicidade da superficie celular e de auto-agregacao
celular, entre outros.

— Doseamento qualitativo e quantitativo do perfil de compostos fendlicos, de acidos
orgéanicos (HPLC) e de compostos aromaticos (CG-MS) nos fermentados de tomate-
industria ndo amadurecido, de modo a pormenorizar a respetiva caracterizagdo em
funcdo das culturas starter utilizadas.
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Determinacao do teor de glicoalcaloides (solanina e tomatina) nos fermentados de
tomate-inddstria ndo amadurecido (HPLC), com vista a garantir a seguranca deste
ingrediente e ainda como forma de testar a hip6tese de que a fermentacéo latica €,
por si s8, uma estratégia para a reducdo destes compostos.

Testar a utilizacdo de culturas starter mistas na fermentagdo de TV, incluindo
consércios com diferentes estirpes de BAL e/ou consorcios de BAL e leveduras, com
vista & diversificacdo dos perfis aromaticos dos fermentados.

Formulacdo de alimentos funcionais (molhos e temperos) com base no ingrediente
obtido.
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Anexo A —

Absorvéncia a 725 nm (UA)

Anexos

VI. ANEXOS

Retas de calibracdo construidas a partir de acido gélico
0,70
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Figura VI.1 | Reta de calibragdo construida a partir de solu¢des de acido galico na gama 0,004—
0,600 mg/mL a A = 725 nm e utilizada para a determinacdo do CFT durante a caracterizacao inicial do TV.
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Figura VI.2 | Reta de calibragdo construida a partir de solugdes de acido galico na gama 0,004—
0,600 mg/mL a A = 725 nm e utilizada para a determinacdo do CFT durante os ensaios fermentativos.

Anexo B -

Absorvéncia a 580 nm (UA)

Retas de calibracdo construidas a partir de Trolox

1,20 T

1,00 1 y = 0,0723x + 0,0495
i R? = 0,0978
0,80 -
o0 f T
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Figura V1.3 | Reta de calibrag&o construida a partir de soluges de Trolox na gama 82—10 000 puM
a A =580 nm e utilizada para a determinacéo da AOx através do método de DPPH durante a caracterizagao

inicial do TV.
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Figura V1.4 | Reta de calibragdo construida a partir de solugdes de Trolox na gama 82—10 000 uM

a A =580 nm e utilizada para

a determinacéo da AOx através do método de DPPH durante a realizagdo dos

primeiros dois ensaios fermentativos (Ensaios 11.1 e 0).
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Figura VI.5 | Reta de calibrag&o construida a partir de soluges de Trolox na gama 82—10 000 UM

a A =580 nm e utilizada para
terceiro ensaio fermentativo (
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Figura V1.6 | Reta de calibracdo construida a partir de solugdes de Trolox na gama 82-10 000 uM

a A =580 nm e utilizada para
ultimo ensaio fermentativo (E

a determinacdo da AOx através do método de DPPH durante a realizagdo do
nsaio 0).
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Anexo C — Exemplo de ficha de prova da analise sensorial

Avaliagdo sensorial de fermentados de tomate G H E N A S T E
S

Nome: Data:

Pretende-se que avalie as trés amostras de fermentados de tomate verde codificadas, utilizando a
escala a seguir apresentada:

9 — Gostei extremamente

8 — Gostei muito

7 — Gostei moderadamente

6 — Gostei ligeiramente

5 — Nem gostei, nem desgostei
4 — Desgostei ligeiramente

3 — Desgostei moderadamente
2 — Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

Amostra | Aparéncia | Cor | Aroma | Sabor Textura Homogeneidade | Apreciagdo
(Consisténcia) Global

Qual a amostra que gostou menos?
Porqué?

Qual a amostra que gostou mais?
Porqué?

Obrigado!

Figura 14.7 | Ficha de prova utilizada para a avaliacdo sensorial das amostras fermentadas no
ensaio 0.

Anexo D — Correlacdo entre os valores de CFT e AOx na

caracterizacao fisico-quimica do TV

Tabela VI.1 | Correlagéo entre os valores de CFT e AOx para todas as amostras e para cada grupo
de amostras (verde, intermédio e mistura) durante a caracterizacdo inicial da matéria-prima.

r (CFT, AOx) r2 p
Todas as 0,85* 072 0,004
amostras
Verde 1,00¢ 1,00 0,000
Intermédio 0,89 0,80 0,295
Mistura 1,00% 1,00 0,025

* indica que houve significancia
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Anexo E — Caracterizacdo das estirpes autéctones isoladas

Tabela V1.2 | Caracterizagéo das estirpes isoladas (observagdo microscépica e testes da catalase

e KOH).
Isolados Observagdo microscopica Teste Teste
catalase KOH
BAL39 Bastonetes grossos, pequenos, isolados e/ou em diplo - -
BAL40 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL41 Bastonetes grossos, muito pequenos, isolados e/ou em diplo - -
BAL42 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL43 Bastonetes grossos, pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL44 Bastonetes grossos, pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL45 Bastonetes grossos, pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL46 Bastonetes finos, pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL47 Bastonetes grossos, pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL48 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL49 Bastonetes grossos, pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL50 Bastonetes muito pequenos, isolados e/ou em diplo - -
BAL51 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL52 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL53 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL54 Bastonetes grossos, muito pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL55 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL56 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL57 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL58 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL59 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL60 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL61 Bastonetes finos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL62 Bastonetes, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL63 Bastonetes, pequenos e medios, isolados e/ou em diplo - -
BAL64 Bastonetes, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL65 Bastonetes, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL66 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL67 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL68 Bastonetes grossos, muito pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL69 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL70 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeias pequenas ou médias - -
BAL75 Bastonetes grossos, (muito) pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL76 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL77 Bastonetes grossos, (muito) pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL78 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL79 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL80O Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL81 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL82 Bastonetes grossos, muitos pequenos e pequenos, isolados ou em cadeias dupla e tripla - -
BAL83 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL84 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BALS85 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
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Isolados Observagado microscopica Teste Teste

catalase KOH
BAL86 Bastonetes, pequenos e muito pequenos, isolados ou em cadeias dupla e tripla - -
BAL87 Bastonetes, pequenos, médios e grandes, isolados e/ou em diplo - -
BAL88 Lactococcus, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -
BAL89 Bastonetes grossos e imdveis, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL90 Bastonetes finos e imdveis, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia - -
BAL91 Cocobacilos grossos, moveis, isolados e/ou em diplo - -
BAL92 Bastonetes grossos, pequenos e médios, isolados ou em cadeias pequenas e médias - -
BAL93 Bastonetes, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL94 Bastonetes, muito pequenos, isolados e/ou em diplo - -
BAL95 Bastonetes finos, pequenos e médios, isolados e/ou em diplo - -
BAL96 Bastonetes, muito pequenos, isolados e/ou em diplo - -
BAL97 Bastonetes, muito pequenos, isolados e/ou em diplo, alguns em cadeia pequena - -

- Indica um resultado negativo
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Tabela V1.3 | Padrdes fermentativos resultantes do método AP1 50 CHL para as 55 estirpes isoladas do TV.
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+ + +
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+ +

+ + + + + + + +

+ + + + + ? + +

+ + + + + + +

+ + + + + + + + + +

-+ 4+ o+ o+

+ +

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + +

+ + ?2 +?2 4+ + + 4+ + +

+ + + + + + +

+ + +

-+ + o+

+ +

+ + + + + + + + -

+ +

+ +
+ +
+ + +

+ + + + + + + +
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> > T LT FOX IO UWLIoZESTOQO XD 44 Q0 NLOOErzaexoQO=Jdr o
solados G X EXXQ233F582232538823%085083325¢238328R5722583%%
BAL70 - - - + 4+ 4+ - - - 4+ + + + - - - - - - - + 4+ - - + + 4+ + - + + 4+ - - + - - - -+ - - - - - - - - -
BAL75 - - - + - - - - - 4+ + + - - - - - - - -+ + - ?2 4+ 2?2 4+ 4+ - - + 4+ - - - - - -2+ - - - - - - D - -
BAL76 - - - + - - - - - - 4+ 4+ 4+ - - - 4 - « -+ 4+ + + 4+ + 4+ + - -+ 4+ - - - 4 4 P+ - - - - -2 -
BAL77 - - - + - T T - T T T T e S S S T T T T T T S
BAL78 - - - - - - - - - - 4+ 4+ 4+ - - - - - - - -+ - -+ -+ o+ - - -+ - - - - oo - e .o e e e
BAL79 - - - + 4+ + - - - - 4+ + + - - - - - - - + 4+ + + 4+ + + + - + + 4+ - - + - - - -+ - - - - - - - - -
BALSO - - - - - - - - - - 4+ ?2 4+ - - - - - - - - 4+ + + 4+ + 4+ - - -+ - - - - - - - .- ... e -
BAL81T - - - - - - - - - 4+ + + + - - - - - - - -+ + + 4+ + 4+ - - -+ - - - - - - - .- - .- a - .-
BAL82 - - - + - - - - - - 4+ + + - - - - - - -+ 4+ + + 4+ + + + - - + 4+ - - - - - -+ + - - - - - - 4+ - -
BAL83 - - - ? - 2?2 - - - 4+ 4+ + 4+ - - - - - 4 - -+ + + 4+ + 4+ + - -+ - - - - 4. P .- a L2
BAL84 - - - + - 4+ - - - 4+ + + + - - - 4 4 - -+ + - - - -+ -+t - - e e e e e e - e e e
BALSS - - - + - - - - - - + + + - - - - - - -+ 4+ - ?2 4+ 7?2+ + - - + 4+ - - - - - -2+ - - - - - -2 - -
BAL86 - - - + + + - - - + 4+ + + - - - - - - -+ 4+ - -+ + + + + + + + - -+ - - - -+ - - - - - - - - -
BAL87 - - - + - + - - - ?2 4+ + + - - - - - - - - 4+ + + 4+ + + + - - + - - - - - - - P - - - - - - - - -
BAL88 - - - + - + - - - - 4+ + + - - - - - - - 4+ + - -+ - -+ -+ + + - -+ - - - -+ - - - - - - - -
BAL89 - - - - - 4+ - - - ?2 4+ 4+ + - - - - - - - -+ + + 4+ + + + - -+ - - - - - - D - - - - - - -+ - -
BAL9O - - - - - T T T T T S T
BAL91T - - - 4+ - 4+ - - - - 4+ 4+ + - - - - - - -+ 4+ + + + + + + - -+ 4+ - - - - - -2+ - - - - - - D - -
BAL92 - - - - - - - 4 - - 4+ + + - - - - - 4 - - 4+ - - 4+ - 4+ + - - .
BAL93 - - - - - - - - -+ ? 4+ - - - - - - - -2 4+ -+ - - -+ - - - - e e - e e e e e e - e e -
BAL94 - - - - - 2?2 - - - 2 4+ 4+ 4+ - - - - - - - -2 - 2 4+ - 4+ 4+ - - + - - - - - - - - - e - - e - e - -
BAL9S - - - - - - - - - 2+ ? 4+ - - - - - - - 2?2 4+ -+ - - -+ - - - - e e o e - e e e - e e -
BAL9 - - - + + - - - - 4+ 4+ + 4+ - - - -+ + ? - + + + + + + + + + + + -+ + - - - + + - - - - - -+ - -
BAL97 - - - - - - - - - 4+ + + + - ? - -+ -+ -+ + + 4+ 4+ + 4+ + 4+ 4+ + -+ 4+ - - -2 4 - - - - - - - -

+ Indica um resultado positivo (houve mudanca de cor)

- Indica um resultado negativo (hdo houve mudanca de cor)

? Indica um resultado duvidoso, em que a mudanca de cor ndo foi suficientemente clara

GLY: glicerol ; ERY: eritritol ; DARA: D-arabinose ; LARA: L-arabinose ; RIB: ribose ; DXYL: D-xilose ; LXYL: L-xilose ; ADO: adonitol ; MDX: B-metil-D-xilésido ; GAL:

galactose ; GLU: D-glucose ; FRU: D-frutose ; MNE: D-manose ; SBE: L-sorbose ; RHA: ramnose ; DUL: dulcitol ; INO: inositol ; MAN: manitol ; SOR: sorbitol ; MDM: a-metil-D-
manosido ; MDG: a-metil-D-glucésido ; NAG: N-acetil-glucosamina ; AMY: amigdalina ; ARB: arbutina ; ESC: esculina ; SAL: salicina ; CEL: celobiose ; MAL: maltose ; LAC:
lactose ; MEL: melibiose ; SAC: sacarose ; TRE: trealose ; INU: inulina ; MLZ: melezitose ; RAF: D-rafinose ; AMD: amido ; GLYG: glicogénio ; XLT: xilitol ; GEN: B-gentibiose ;
TUR: D-turanose ; LYX: D-lixose ; TAG: D-tagatose ; DFUC: D-fucose ; LFUC: L-fucose ; DARL: D-arabitol ; LARL: L-arabitol ; GNT: gluconato ; 2KG: 2-ceto-gluconato ; 5KG: 5-
ceto-gluconato
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Anexo F — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR

BAL BAL BAL BAL BAL BAL BAL
Y A G G B T S

M C244 C1090

(if)

C244 pPs1 +B
Rep Rep

N

Figura V1.8 | (i) Eletroforese em gel de agarose (1,5 %, 120 V, 20 minutos) de 2 pL dos produtos
PCR. M — Marcadores de DNA; +B — Controlo positivo bacteriano; N — controlo negativo. (ii) Marcadores de

DNA (5 pL) utilizados na eletroforese.

Anexo G — Variagcao das contagens de BAL nas condi¢des controlo

das estirpes testadas aquando da avaliacdo do seu potencial probiético

Tabela V1.4 | valores médios (e respetivo desvio padrdo) das contagens de BAL (log UFC/mL) de
todas as estirpes testadas ao fim dos tempos em estudo (t =0, 3 € 4 h) em meio MRS e em meio TV.

Contagens (log UFC/mL)

Amostra Estirpe Origem Meio
Oh 3h 4h
C244 L. plantarum Colecao MRS 79+0,1 8,7+0,2 9,2+0,0
C1090  W. paramesenteroides  Colegéo MRS 7,7+0,1 8,6 0,0 9,1+0,0
BAL40 W. cibaria Autéctone MRS 76+0,1 85+0,1 9,0+0,3
BAL49 L. plantarum Autéctone MRS 9,7+0,3 95+0,0* 95+0,0*
BAL67 L. lactis Autéctone MRS 7,7+0,1 8,9+0,0 7,7+0,0
BAL82 L. Citreum Autéctone MRS 95+0,2 95+0,0* 95+0,0*
BALS89 W. cibaria Autéctone MRS 72+0,1 7,6 0,0 75+0,1
BAL94 W. confusa Autéctone MRS 7,8+0,1 8,7+0,2 8,8+0,0
BAL97 L. plantarum Autdctone MRS 7,3+0,0 8,1+0,1 8,6 +0,0
C244 L. plantarum Colecao TV 78+0,1 8,3+0,1 8,5+0,0
C1090 W. paramesenteroides  Cole¢do TV 78+0,1 8,2+0,1 8,4+0,0
BAL40 W. cibaria Autéctone TV 75+0,1 8,1+0,1 7,7+0,3
BAL49 L. plantarum Autéctone TV 9,9+0,0 95+0,0* 9,4+0,1
BALG67 L. lactis Autéctone TV 76+0,1 79+0,1 89+0,1
BALS82 L. Citreum Autoctone TV 95+0,0* 95+0,0* 95+0,0*
BAL89 W. cibaria Autdctone TV 7,3+0,1 8,3+0,0 84+0,0
BAL94 W. confusa Autéctone TV 7,7+0,1 78+0,1 8,1+0,1
BAL97 L. plantarum Autéctone TV 7,4+0,0 7,6 £0,0 79+0,1

* Indica as situagdes em que as colénias foram incontaveis a diluicdo 107. Nestes casos, assumiu-se,

portanto, um valor superior a 9 log UFC/mL.
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Anexo H - Variacdo dos valores de pH, AT, TSS, CFT e AOx das

amostras testadas no ensaio 11.1

Tabela VI.5 | Valores médios (e respetivo desvio padrédo) da AT, pH, TSS, CFT e AOx de amostras
de polpa de TV fermentadas espontaneamente com (Esp_CTT) e sem (Esp_STT) aplicacdo de TT ao longo
de 14 dias. Para cada coluna, os valores referenciados com letras diferentes s@o significativamente
diferentes (p < 0,05).

Amostra Tempo AT pH TSS CFT AOx

(horas) (g AL/1009 PF) (°Brix) (mg EAG/lOOg PF) (umol ET/100g PF)

0 0,812+ 0,02 4,52°+ 0,00 6,20°+ 0,05 47,422 + 5,77 805,15% + 32,28

24 0,562+ 0,07 4,31°¢ + 0,09 5,872+ 0,03 43,172+ 8,72 659,742 + 88,67

0,762+ 0,09 4,21%¢+ 0,06 5,432+ 0,51 35,402+ 1,29 466,122+ 32,43

Esp_STT 72 1,073+ 0,16 3,8824¢f+ 002 5,433c+ 0,15 34,402+ 2,54 482,732 + 28,25
168 1,90¢+ 0,05 3,529+ 0,02 4,82%+ 0,26 40,872 + 3,14 1107,972° + 22,66

336 1,55+ 0,34 3,59% + 0,16 4,089+ 0,20 42,002 + 3,13 1229,112 + 79,00

0 0,832+ 0,03 4,20%c+ 0,01 5,62%°+ 0,20 35,762 + 2,45 784,962 + 26,63

24 0,772+ 0,06 4,102+ 0,04 6,12% + 0,15 42,302 + 3,93 603,432 + 124,68

Esp CTT 48 0,752+ 0,03 4,20%°+ 0,12 5,82%+ 0,08 41,742 + 2,98 727,43% + 108,45
- 72 0,852+ 0,19 4,062+ 0,06 5,472+ 0,28 38,852 + 10,80 735,88 + 104,36
168 1,15% + 0,32 3,932+ (0,26 5,483+ 0,39 63,692 + 27,88 1234,14% + 510,58
336 1,94+ 0,56 3,68%7+ 0,28 5,18+ 0,73 66,062 + 40,15 1420,59° + 735,97

Anexo | — Variag&o dos valores de pH, AT, TSS e CFT das amostras

testadas no ensaio 11.2 e correlacdes dos parametros colorimétricos

Tabela V1.6 | Valores médios (e respetivo desvio padréo) da AT, pH e TSS de amostras de polpa
de TV inoculadas com CS puras de BAL (C244, C202, C170, C1170 e C1090) e de amostras nao inoculadas
(Esp_CTT e Esp_STT, com e sem TT, respetivamente) ao longo de 14 dias. Para cada coluna, os valores

referenciados com letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Amostra Tempo AT oH TS_S
(horas) (g AL/100g PF) (°Brix)

0 0,602 + 0,03 4,29 + 0,05 6,349+ 0,05

24 0,522 + 0,08 4,359 + 0,07 6,389+ 0,29

Esp_STT 48 0,57ab°d“i 0,02 4,219%f9h + 0,07 5,57%f + 0,17
- 72 0,79cdefgniik + 0,06 3,9523bcdefh + 0,12 3,91% + 0,54
168 0,80¢¢fgNik + 0,19 3,973bcdeih + 0,24 3,33% + 0,24

336 0,7QPcdefgh + 0,22 4,16¢fdhi + 0,26 3,222+ 0,44

0 0,572%¢d + 0,03 4,31+ 0,05 6,249 + 0,11

24 0,442 + 0,08 4,421+ 0,08 6,069 + 0,28

Esp_ CTT 48 0,582°¢d + 0,02 4,17¢cefghi + 0,08 5,01%¢ + 0,93
- 72 0,682bcdefgh + 0,02 4,02bcdefgh + 0,11 3,70 + 0,76
168 0,87¢fohikim + 0,26 3,902cdn + 0,27 3,33% + 0,36

336 0,71bcdefohi + 0,32 4,29%9 + 0,51 3,272+ 0,45

0 0,543bcde + 0,02 4,419 + 0,02 6,13¢%9 + 0,06
24 0,85bcdefghikim + 9 02 3,85%cdeh + 0,04  5,83%f0 + 0,15

48 1,15 + 0,04 3,573 + 0,03 4,10%c + 0,60

C244

72 1,16™ + 0,05 3,63% + 0,04 3,27% + 0,06

168 1,20m+ 0,13 3,64% + 0,03 3,47% + 0,12

336 0,97enikim + 0,06 3,8630cdefah + 0,04 3,37 + 0,21

0 0,553¢def + 0,02 4,324¢fghi + 0,05 6,03¢%f9 + 0,12
C202 24 0,84pbcdefghikim + 9 01 3,79%cdn + 0,09 5,639 + 0,06
48 1,07Km + 0,04 3,55% + 0,02 3,33% + 0,06
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m AT T
Amostra (Tr?or;sc)) (g AL/100g PF) pH (OBSri?()

72 1,074 + 0,01 3.50% % 0,02 3.47%+ 0,06

C202 168  0,69%cckfshik + 0,03  3,082ccehi £ 0,04 3,20 + 0,20
336 0,66%00ef0hi + 0,44 4,04%ccelGhi £ 079 2,032 + 0,81

0 0,545 1 0,01 4,320 £ 0.03  6,13%9 + 0,06

24 0,800cCefEnikin + 0 01 3,75%¢0+ 0,04 56790 + 0,06

170 48 1,04NKm + 0,03 3,57 + 0,04 3,37% + 0,06
72 1,02+ 0,03 3,54 + 0,01 3,43% + 0,06

168 0,07¢f0Nkin + 0,06 3,80%cch + 008 3,53% + 0,25

336 0,010hikm 4+ 017  369%°+014  3.30% 0,36

0 0,565 1 0,02 43659+ 002  583%9 0,06

24 0,71%bcdefohik £ 0,09 3,028bcdeloh + 0,02 5,709 + 0,10

1170 48 1,03Km + 0,05 361%+0,02 507 +0,25
72 1,16™+ 0,11 3,50%+ 0,05 3,37% + 0,06

168 1,047 + 0,14 3,63% + 0,05 3,73% + 0,12

336 0,05¢0hkim + 015 378%ch 1013 3,602 + 0,26

0 0,500 1+ 0,01 4,200+ 005 6,539 £ 0,06

24 0,44%¢ 1 0,02 427N £ 001 5,73%0 + 0,15

48 0,580+ 0,02 4,000t £ 002 4,30% + 0,00

1090 72 0,64%cdefohi £ 001 3,80%Ch £ 0,03 3,10 + 0,00
168 0,57%cdel £ 0,07  4,07bcefohi £ 010 3,00° + 0,26

336 0,59%ccel £ 012 4,250 £ 021 3,10 + 0,10

Tabela V1.7 | Valores médios (e respetivo desvio padrdo) do CFT de amostras de polpa de TV
inoculadas com CS puras de BAL (C244, C202, C170, C1170 e C1090) e de amostras ndo inoculadas
(Esp_CTT e Esp_STT, com e sem TT, respetivamente) ao longo de 14 dias. Para cada coluna, os valores
referenciados com letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Amostra Ir?orp;sc)) (mg EAgl:lTOOg PF)
0 52,53¢ + 8,87
Esp_STT 168 43,68% + 3,02
336 42,68% + 2 72
0 44,82° + 1,06
Esp_CTT 168 44,22 + 4,35
336 44,500 + 2 44
0 43,912+ 0,19
C244 168 38,412 + 0,79
336 34,86% + 2,43
0 46,86% + 3,21
C202 168 47,10 + 4,86
336 39,37% + 4,46
0 45,91%° + 1,19
C170 168 44,76%° + 0,28
336 40,64% + 0,03
0 43,91%° + 0,19
C1170 168 41,94% + 0,55
336 40,93% + 1,06
0 44,45%¢ + 0,09
C1090 168 43,14% + 0,76
336 43,04% + 0,96
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Tabela V1.8 | CorrelagGes entre os parametros colorimétricos (a*, °h, Wi e DTC) e os parametros
pH e AT para todas as amostras (Esp_STT, Esp_CTT, C244, C202, C170, C1170 e C1090).

a*
°h
WI

DTC
pH

AT

* indica que houve significancia.

a* °h Wi DTC pH AT
1,00 -0,99* 0,06 0,63* -0,21* 0,14*
P=-) (pP=000) (p=041) (p=000) (p=000) (p=0,04)
1,00 -0,03 -0,63* 0,18* -0,12
p=-) (p=0,70) (p=000) (=001 (p=0,10)
1,00 0,65* -0,42* 0,45*
Pp=-) (p=000 (p=000) (p=0,00)
1,00 -0,29* 0,29*
P=-) (p=0,000 (p=0,00)
1,00 -0,88*
p=-) (p=0,00)
1,00

(P=-)

Anexo J — Variacdo dos valores de pH, AT, TSS, CFT e AOx das

amostras testadas no ensaio 11.3

Tabela VI.9 | Valores médios (e respetivo desvio padréo) da AT, pH e TSS de amostras de polpa
de TV inoculadas com CS puras de BAL sem (C244, C1090) e com (C244_S, C1090_S) adicdo de NaCl e
de amostras ndo inoculadas nas mesmas condi¢des (Esp e Esp_S) ao longo de 14 dias. Para cada coluna,
os valores referenciados com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Amostra AS;(;CG}O IheoTaps(; g AL/ﬁ)-l(—) g PF) pH (JBSrii)
0 0,902¢d + 0,02 3,901 + 0,01 5,78%19 + 0,03
24 0,89%cd + 0,27 3,964™ + 0,10 5,77%f9 + 0,08
48 0,772+ 0,05 4,11'™ + 0,08 4,23%¢ + 0,75
Esp Sem NacCl
72 0,832 + 0,07 4,03 + 0,04 3,532+ 0,97
168 0,832 + 0,10 3,86MK + 0,19 3,402+ 0,69
336 0,933 + 0,56 4,25™ + 0,45 3,632+ 0,49
0 0,952bcdef + 0,03 3,61f9"i + 0,03 8,88+ 0,55
24 1,07abcdefoh + 0,01 3,62fhi + 0,03 8,88 + 0,55
48 1,023bcdefgh + 0,04  3,50°°4¢9 + 0,01 6,789 + 0,62
Esp Com NacCl )
72 0,953bcdef + 0,04 3,58¢%fah + 0,02 6,339 + 0,38
168 0,873¢ + 0,02 3,70%"ik + 0,06 6,359 + 0,55
336 0,672+ 0,26 4,12 + 0,31 6,289 + 0,68
0 0,893¢d + 0,02 3,92+ 0,01 5,609 + 0,05
24 1,23bcdefoni + 0,02 3,566Pdefoh + 0,01 5,22¢% + 0,03
co44 Sem NaCl 48 1,581i + 0,00 3,332bcdef + 0,00 3,922 + 0,28
72 1,59+ 0,10 3,393bcdefo + 0,01 3,532+ 0,20
168 1,399 + 0,05 3,403bcdefg + 0,02 3,282+ 0,13
336 1,48i+ 0,05 3,483bcdeig + 0,02 3,422+ 0,19
0 0,922cd + 0,03 3,60¢f9"i + 0,00 8,05'+ 0,05
24 0,98aPcdefo + 0,02  3,4330cdefo + 0,03  7,75"+ 0,05
48 1,501+ 0,13 3,162 + 0,02 6,479+ 0,03
C244 Com NacCl N
72 1,24cdefohii + 0,13 3,24%¢ + 0,02 5,98%f9+ 0,15
168 1,369 + 0,07 3,24%c + 0,01 6,10%f9 + 0,13
336 1,43"i + 0,03 3,283 + 0,02 6,18%9 + 0,03
0 0,8820cd + 0,02 3,90 + 0,00 5,40°%f + 0,05
24 1,260dfNi + 0,04  3,56°%¢7" + 0,00  5,07° + 0,03
C1090 Sem NaCl .
48 1,58+ 0,01 3,323bcdef + 0,03 3,472+ 0,10
72 1,42Mi + 0,12 3,413bcdefs + 0,03 3,372+ 0,03
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Amostra Adicédo Tempo AT TSS
NaCl (horas) (g AL/100 g PF) (°Brix)
168 1,399 + 0,07 3,473bcdefo + 0,03 3,352+ 0,10
C1090 Sem NacCl .
336 1,50+ 0,04 3,483bcdefo + 0 01 3,482+ 0,16
0 0,933bcde + 0,02 3,60°'9Ni + 0,01 8,53+ 0,40
24 1,08abcdefghi + 0,01 3,433bcdefg + 0,01 8,30+ 0,22
48 1,58+ 0,01 3,162+ 0,01 6,279%9 + 0,42
C1090 Com NacCl .
72 1,34¢fhi + 0,01 3,23% + 0,01 6,329 + 0,29
168 1,29defenii + 0,04 3,26%¢d + 0,02 6,279 + 0,43
336 1,379" + 0,08 3,293bced + 0,03 6,439 + 0,33

Tabela VI.10 | Valores médios (e respetivo desvio padréo) do CFT e AOx de amostras de polpa de
TV inoculadas com CS puras de BAL sem (C244, C1090) e com (C244_S, C1090_S) adigcao de NaCl e de
amostras ndo inoculadas nas mesmas condi¢des (Esp e Esp_S) ao longo de 14 dias. Para cada coluna, os
valores referenciados com letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Amostra Adicado Tempo CFT AOX
NaCl (horas) (mg EAG/100g PF) (umol ET/100g PF)
0 39,22¢fohi + 1 77 1334,16Kmn + 44 44
24 35,39abedefghi + 1 63 1122 47 cdefohi + 8 42
48 37,51cdefohi 2 771 1262,041Km + 24 28
Esp Sem NaCl ! :
72 34,43abcdefghi 4 2 13 1156,049fohi + 20,76
168 34,08abcdefghi + 2 90 1316,66Kmn + 17 27
336 33,32abcdefgh + 6 23 1405,01™" + 83,33
0 36,15abcdefghi + 7 65 1378,39'm" + 41,01
24 39,47¢f9Ni + 0,43 1093,34¢def0 + 48 67
48 36,15abcdefghi + 3 69 1241,95NK + 19 61
Esp Com NacCl . ,
72 36,69Pcdefghi + 3 76 1156,659%fhi + 11 30
168 33,89abcdefgh 4 5 33 1339,04Kmn + 43 47
336 39,22¢fhi + 2 40 1396,74™" + 85,21
0 41,119 + 0,90 1118,52¢defghi + 25 06
24 32,912bcdelg + 2 36 1014,942¢d + 66,96
48 31,292bcdef + 1 66 930,612 + 98,60
C244 Sem NaCl
72 31,008bcde + 1 01 880,702 + 58,48
168 28,452 + 0,87 1155,569%fshi + 29 17
336 35,92abcdeighi 4+ ( 85 1081,97¢4¢0 + 48 58
0 42,80+ 0,73 1334,58Kmn + 31 90
24 42,06" + 0,67 1211,35f%hi+ 29 31
48 34,52abcdefghi + 2 50 1201,12¢fhi + 27 92
C244 Com NacCl
72 33,86abcdefgh + 4 73 1049,43bcd + 40,73
168 34, 57abcdefghi 4 2 74 1339,14Kmn + 52 33
336 38,95¢fani + 1 05 1201,01¢fe0i + 25 54
0 32,76abcdefls + 1 57 1060,07bcde + 36,36
24 33,09abcdefy + 1 59 888,412 + 68,03
48 29,062¢ + 0,54 1007,012¢ + 41,37
C1090 Sem NacCl
72 30,042abcd + 1,73 1018,542¢d + 20,96
168 27,302+ 1,00 1099,09¢defeh + 36,13
336 29,872abcd + 0,80 1125,88¢cdefhi + 38 39
0 38,53defghi + 2 01 1384,27'™" + 43,06
24 40,80%" + 2,03 1220,589%ik + 38,78
48 33,171abcdefg + 1 27 1220,95%ik + 27 64
C1090 Com NacCl )
72 34,44abcdefghi + 0 83 1072,07bcdef + 12 08
168 36,02abcdefghi + 2 96 1360,24Kmn + 39 69
336 40,039 + 2 61 1414,68" + 13,77
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Anexo K — Avaliacdo do TSS de diferentes concentrac6es de NaCl

Tabela VI.11 | Valores médios (e respetivo desvio padréo) do TSS para diferentes concentragdes
de NaCl em 10 mL de agua destilada.

Concentracdo NaCl (%) TSS (°Brix)

1 1,2+0,0
15 1,8+0,1
2 24+0,0
2,5 3,1+01
3 35+0,1

Anexo L — Correlacdo entre os valores de CFT e AOx e entre os

parametros colorimétricos no ensaio 11.3

Tabela VI.12 | Correlagao entre os valores de CFT e AOx paratodas as amostras e para 0s grupos
de amostras inoculadas (C244, C244_S, C1090 e C1090_S) e de amostras controlo (Esp e Esp_S).

r (CFT, AOx) r’ P
Todas as 0,51* 0,26 0,002
amostras
.Amostras 0,59* 0,35 0,003
inoculadas
Amostras 0,15 0,02 0,645
controlo

* indica que houve significancia.

Tabela VI.13 | CorrelacGes entre os parametros colorimétricos (a*, °h, Wl e DTC) e os parametros
pH e AT para todas as amostras (Esp, Esp_S, C244, C244_S, C1090 e C1090_S).

a* °h Wi DTC pH AT
a* 1,00 -0,94* -0,07 0,56* 0,06 0,20*
Pp=-) (p=000 (=050 (p=000 (p=056) (p=0,04
oh 1,00 -0,09 -0,33* -0,20* -0,06
P=-) (p=034) (p=000) (p=004) (p=0,51)
Wi 1,00 -0,40* 0,02 0,15
(p=-) (p=000) (=085 (p=0,12)
1,00 -0,24* 0,28*
DTC : : :
P=-) (p=0,01) (p=0,00)
1,00 -0,81*
H ] [
P ®=-)  (p=000)
AT 1,00
(p=-

* indica que houve significancia.
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Anexo M - Variacdo dos valores de pH, AT, TSS, CFT e AOx das

amostras testadas no ensaio 11.4 e correlagcao entre CFT e AOx e entre 0s

parametros colorimétricos

Tabela VI.14 | Valores médios (e respetivo desvio padrdo) da AT, pH, TSS, CFT e AOx de amostras
de polpa de TV inoculadas com CS puras de BAL (C1090 e BAL97) e de amostras nédo inoculadas (Esp) ao
longo de 14 dias. Para cada coluna, os valores referenciados com letras diferentes séo significativamente
diferentes (p < 0,05).

Amostra Tempo AT pH TS_S CFT AOx

(horas) (g AL/100 g PF) (°Brix) (mg EAG/100g PF) (umol ET/100g PF)

0 0,83% + 0,01 3,95" + 0,01 9,53%+ 0,15 38,502 + 2,04 1179,75% + 34,60

24 1,02¢ £ 0,02 3,929" + 0,01 9,52¢+0,19 37,762 £ 0,96 1168,99"¢ + 52,01

Esp 48 0,88%¢ + 0,06 3,917 + 0,02 9,52¢+ 0,19 38,792+ 4,14 1156,13% + 66,79
72 0,962 + 0,04 3,95" + 0,02 9,48¢ + 0,12 36,662+ 2,61 1170,21°¢ + 111,54
168 0,98%¢ + 0,05 3,85% + 0,02 9,18% + 0,12 36,742 + 2,58 1072,42%¢ + 80,36

336 0,973¢ + 0,06 3,839+ 0,02 9,13% + 0,25 38,032+ 2,75 1215,50¢ + 78,05
0 0,942 + 0,03 3,929" + 0,01 8,90% + 0,10 34,992+ 0,84 1095,79%¢ + 67,51
24 0,93%° + 0,11 3,89¢f9 + 0,01 8,90% + 0,10 35,342+ 0,82 1107,03%¢ + 52,83
©1090 48 0,822 + 0,02 3,89 + 0,01 8,854 + 0,13 36,282+ 0,54 1118,08%¢ + 89,90
72 0,99 + 0,07 3,929" + 0,01 8,874 + 0,06 34,432 + 0,59 1044,39%¢ + 25,36

168 1,70® £ 0,01 3,26 + 0,01 8,252 + 0,09 34,532+ 2,78 1002,50% + 69,97
336 2,199+ 0,03 3,192 £ 0,00 8,48% + 0,18 35,532+ 2,28 1055,00%¢ + 60,39

0 0,95%¢ + 0,09 3,88%" + 0,00 8,90% + 0,10 37,052 + 1,05 1177,87% + 42,04

24 1,314+ 0,09 3,43¢+0,01 8,48% + 0,03 33,742+ 0,41 958,342 + 11,54

48 1,55+ 0,02 3,29 + 0,00 8,50%¢ + 0,05 35,952+ 1,51 1070,57%¢ + 7,45

BALYY 72 2,00+ 0,03 3,27°+ 0,03 8,302 + 0,00 36,632+ 1,06 965,122 + 71,24
168 2,189+ 0,00 3,152+ 0,01 8,122+ 0,10 35,992+ 1,74 1054,423¢ + 37,97

336 2,199 + 0,05 3,182+ 0,00 8,432+ 0,21 35,482+ 1,35 962,132 + 24,77

Tabela VI.15 | Correlag&o entre os valores de CFT e AOx para todas as amostras e para 0s grupos
de amostras inoculadas (C1090 e BAL97) e de amostras controlo (Esp).

r (CFT, AOx) r? p
Todas as 0,75* 056 0,000
amostras
Amostras 0,51 026 0,088
inoculadas
Amostra 0,53 028 0,282
controlo

* indica que houve significancia
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Tabela VI.16 | CorrelagGes entre os parametros colorimétricos (a*, °h, Wl e DTC) e os parametros
pH e AT) para todas as amostras (Esp, C1090 e BAL97).

a* °h Wi DTC pH AT
a* 1,00 -0,92* 0,03 -0,13 0,34* -0,35*
P=-) (pP=000) (p=082 (p=033) (p=001) (p=0,01)
on 1,00 -0,25 0,43* -0,16 0,22
(P=-) (p=007) (p=000) (p=025) (p=011)
Wi 1,00 -0,45* -0,69* 0,66*
(p=-) (p=000) (p=000) (p=0,00)
1,00 0,34* -0,24
DTC ' ' ,
p=-) (p=001) (p=0,08)
1,00 -0,95*
H 3 )
P (p=- (p =0.,00)
1,00
AT '
(p=-)

* indica que houve significancia.
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