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RESUMEN

Caracteristicas del crecimiento de levaduras de acei-
tunas de mesa a bajas temperaturas.

Se ha estudiado el comportamiento de Picchia anomala, Pic-
chia membranaefaciens, Pichia minuta, Saccharomyces cerevi-
siae, Candida diddensii, Candida famata y Debaryomyces
hansenii a bajas temperaturas. La respuesta, crecimiento relati-
vo determinado a diferentes intervalos de tiempo, se ha estudia-
do mediante el modelo lineal general (GLM) con medidas
repetidas, prestdndose especial atencion a las interacciones.
Las levaduras mas resistentes en medio YMGP fueron P. anoma-
la, C. diddensii, y Deb. hansenii que crecieron a 7 °C incluso al
8% de sal. En salmueras, ademas de los efectos principales, fue-
ron también significativas las interacciones, concentracion de
sal-especie de levadura, tiempo-pH, tiempo-especie de levadura,
tiempo-sal-pH y tiempo-sal-especie de levadura. P. membranaefa-
ciens mostré mayor tolerancia a la sal en la salmuera que en YMGP.
S. cerevisiae, P. membranaefaciens y C. famata se inhibieron a 7°C
tanto a pH 3,5 como 4, con independencia de los niveles de sal.
Combinaciones adecuadas de pH y sal pueden inhibir el creci-
miento a 7°C.

PALABRAS-CLAVE: Aceitunas de mesa - Bajas temperaturas
- Levaduras - pH - Sal

SUMMARY

Characteristics of the growth of table olive yeasts at
low temperature.

The behaviour of Picchiaanomala, Picchia
membranaefaciens, Pichia minuta, Saccharomyces cerevisiae,
Candida diddensii, Candida famata y Debaryomyces hansenii,
isolated form olive fermentations at low temperature was studied.
The response, growth rate, at increasing time intervals, was studied
by means of a General Linear Model (GLM) repeated measures,
paying special attention to interactions. The most vigorous yeasts in
YMGP were P. anomala, C. diddensii, y Deb. hansenii, who were
able to grow at 7°C and 8% salt. In brine, in addition to the main
effects, the interactions salt-yeast, time-pH, time-yeast-species were
also significant. P. membranaefaciens showed greater salt tolerance
in brine than in YMPG. S. cerevisiae, P. minuta and C. famata were
inhibited of both pH 3,5 and pH 4 at 7°C. A sinergistic effect of salt
and pH can inhibit yeast growth at 7°C.

KEY-WORDS: Low temperatures-pH - Salt -Table olives -
Yeasts.

1. INTRODUCCION

La produccion de aceitunas de mesa fue de 1.200.000
Tm en la campana 1999/2000, siendo las principales pre-
paraciones verdes (alrededor del 50%), negras naturales
(30-35%) y negras por oxidacion (15-25%).

La presencia de levaduras durante la fermenta-
cion de aceitunas verdes se observa ya desde los
primeros estudios que se hicieron sobre esta fer-
mentacion. Gonzalez Cancho (1965), aisl6 los géne-
ros Candida, Hansenula, Picchia, Torulopsis, y
Saccharomyces. La poblacion de levaduras alcanzé
un maximo en torno a los 20 dias, de fermentacion y
después decreci6, aunque siempre estuvieron pre-
sentes en la salmuera en proporciones en torno a
10°-107 ufc/ml.

Las bacterias lacticas se inhiben parcialmente en
las salmueras de las aceitunas verdes de color cam-
biante colocadas directamente en salmuera (Garrido
Fernandez et al, 1997). Pelagatti (1978-1980), Deia-
ne et al (1992) y Marquina et al (1992) aislaron de
aceitunas colocadas directamente en salmuera leva-
duras de los géneros Candida, Debaryomyces, Kluy-
veromyces, Pichia, Rhodatorua y Saccharomyces.
Balatsouras (1967) aisl6 también de aceitunas grie-
gas maduras colocadas directamente en salmuera
los géneros Trichosporum, Candida, Pichia, Klueke-
ra, Torulopsis y Debaryomyces. Borkakli et al (1993)
aislo especies de Debaryomyces de fermentaciones
de aceitunas de variedades turcas. Gonzalez Cancho
et al (1975) identificé a Saccharomyces oleaginosus y
Hansenula anomala como las principales levaduras
responsables de la fermentacion de aceitunas negras
maduras en salmuera de variedades espafiolas. Cuan-
do las aceitunas se fermentan en medio aerébico las
especies son: Torulopsis candida, Debaryomyces han-
senii, Pichia membranaefaciens y hansenula mrakii
(Duran Quintana et al, 1979).

A pesar de ello, las levaduras pueden alterar las
aceitunas. Algunas levaduras de color rosado del gé-
nero Rhotorula son responsables de ablandamiento
y otras levaduras de metabolismo fermentativo pue-
den producir ablandamiento y ampollas (Vaughn et
al., 1972; Duran Quintana et al., 1979).

La presencia de levaduras puede continuar des-
pués del envasado. La utilizacion de conservantes
para inhibir el desarrollo de las mismas en estos ca-
sos se ha estudiado por Rodriguez de la Borbolla y
Alcala et al. (1961) y Marsilio y Cichelli (1992). Ashe-
raou et al (1979) propone la utilizacién de extractos
de ajos para inhibirlas durante la fermentacion de las
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aceitunas verdes y, finalmente, Rodriguez de la Bor-
bolla y Gonzalez Pelliss6 (1972) investigaron su inhi-
biciébn mediante la combinacién de determinados
niveles de las caracteristicas fisico-quimicas de los
envasados. Actualmente, estan autorizados el uso
de los acidos soérbico y benzoico y sus sales para es-
tabilizar los productos finales de las diversas presen-
taciones comerciales de aceitunas.

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de
la concentracién de sal, pH y la temperatura en la
evolucion de la poblaciéon de levaduras en las sal-
mueras de conservacion de los envasados, con ob-
jeto de predecir el comportamiento de cada una de
ellas en el producto envasado refrigerado.

2. MATERIASY METODOS
2.1. Especies de levaduras

Las especies de levaduras utilizadas en este traba-
jo proceden de salmueras de aceitunas de diversas va-
riedades (Tabla 1). Las mismas se identificaron de
acuerdo con los criterios taxonémicos de Lodder
(1970), Barnet et al (1990) y Kurtzan y Fell (1998). La
correspondencia entre los nombres originales segin
Lodder (1970), Kurtzan y Fell (1998) se dan asimis-
mo en la Tabla 1).

Tabla |
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2.2. Salmueras

Las salmueras utilizadas proceden de una insta-
lacién local. La misma se diluy6é conveniente hasta
conseguir una concentracion de NaCl del 3%. A esta
salmuera se le afiadi6 HCI o NaOH, para conseguir
un pH de 3,5y 4,0, asi como NaCl para conseguir
los niveles de sal requeridos en las experiencias. El
contenido de acidos organicos y de azlcares resi-
duales se determiné segun describe Montafio et al
(1993). Sus caracteristicas se dan en la Tabla 2.

2.3. Preparacion de los in6culos

Los in6culos se prepararon tomando una colonia
de cultivo puro de cada especie que se inocul6 en 5
ml de medio YMGP (1989), que se incubd después a
25°C durante 48 h. Los tubos se centrifugaron y el
residuo sélido se lav6 dos veces con solucién salina
(0,9% NaCl, P/v) y después, se resuspendieron en
una solucién salina hasta conseguir una concentra-
cién alrededor de 107 ufc/ml.

2.4. Inoculacién

Las salmueras se centrifugaron a 12.000 rpm du-
rante 10 minutos, se les ajusto el pH y la concentra-
cion de sal, segun el disefio y se esterilizaron

Levaduras ensayadas, nombres tradicionales (Lodder) y sus equivalentes en la literatura reciente
(Kurtzman y Fell), abreviaturas utilizadas en las grafias y variedades de las que se han aislado

Espec:_eocézelze:vadura Kurtzman and Fell Abreviatura ;/::iltidna;ds
Hansenula anomala Pichia anomala Pa L, H, v*
Pichia membranaefaciens Pichia membranaefaciens Pf L,H,V
Saccharomyces oleaginosus Saccharomyces cerevisiae Sc L,H,V
Candida diddensii Candida diddensii Cd L,H,V
Pichia minuta Pichia minuta Pm Cacerefia
Torulopsis candida Candida famata** Cf L,H,V
Debaryomyces hansenii Debaryomyces hansenii Dh L,H,V

* L = Lechin, H = Hojiblanca, V = Verdial ** estado anamorfo de Deb. hansenii.

Tabla Il
Caracteristicas quimicas iniciales de las salmueras utilizadas en los ensayos

Acidos orgénicos mg/L Azucares mg/L
Formico 30 Glucosa 181
Lactico 5760 Fructosa 109
Acético 480 Manitol 63
Citrico 380 Sacarosa 179
Succinico 120

Malico 0
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mediante filtracion a través de una membrana Milli-
pore de 0,22 m de tamafio de poro.

Alicuotas de 5 ml se colocaron en tubos de 20 ml.
Se procedi6 de la misma manera cuando el medio
fue YMGP, solo que en este caso la esterilizacion se
realiz6 calentando los tubos a 115°C durante 10 mi-
nutos.

Los tubos conteniendo YMPG o salmuera se ino-
cularon con 0,1 ml 6 0,05 ml de la suspension del
inoculo, tomandose muestras de los mismos a inter-
valos predeterminados, segun el crecimiento. El re-
cuento de células viables se efectu6 mediante
siembra en placa de YMGP-agar (Cansado et al,
1989), utilizando un sembrador en espiral (Inters-
cience, Scient Nom La Buteche, Francia). Las placas
se incubaron aerébicamente a 30°C durante 48 h.

2.5. Disefio experimental

El efecto de la concentracién de NaCl, pH y tem-
peratura sobre el crecimiento de levaduras se realizé
mediante un disefio factorial completo, segun se es-
pecifica en la Tabla 3.

Cada combinacion de los niveles de las variables
(tratamiento) se inocul6 segun se ha indicado ante-
riormente, siguiéndose el crecimiento a lo largo del
tiempo mediante los recuentos correspondientes. La
respuesta analizada ha sido el logaritmo en base 10
del crecimiento relativo (logio Nt/No = logio Nt - logio
No). Los tratamientos se repitieron para cada una de
las especies.

Los resultados (crecimiento relativo) se analiza-
ron mediante un programa estadistico de modelos li-
neales generalizados (GLM) con medidas repetidas
(Stat Soft, 1998).

3. RESULTADOSY DISCUSION

La utilizacion del logio del crecimiento relativo
para la medida de la evolucién del crecimiento de las
diversas especies tiene la ventaja de ser muy intuiti-
VO, ya que un crecimiento neto se presenta siempre
como una cantidad positiva, mientras que la inhibi-
cion o muerte de los microorganismos se muestra
con valores de cero o negativos. Este mismo siste-
ma, ha sido también utilizado previamente por Cha-
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ron et al (1998). El andlisis de los resultados es muy
simple, ya que, entonces, la linea horizontal que
pasa por el cero de y (crecimiento relativo) divide al
espacio del grafico en dos regiones. Valores por en-
cima de la misma indican que el crecimiento (altera-
cion) bajo esas condiciones de tratamiento puede
tener lugar. Por el contrario, valores por debajo impli-
can inhibicién (es decir, estabilizacion del producto).
A pesar de esto, los datos se analizaron asimismo
mediante el paguete estadistico de medidas repeti-
das (cada tubo se fue analizando a lo largo del perio-
do de estudio) denominado Modelo Lineal
Generalizado (GLM).

3.1. Efecto delas variables utilizando el medio
de cultivo YMGP

La respuesta en este medio (6ptimo para el desa-
rrollo de las mismas) puede considerarse como la to-
lerancia intrinseca de cada especie a las diversas
condiciones de NaCl, pH y Temperatura. Los efectos
de la sal y la temperatura fueron significativos en to-
das las especies al nivel de p< 0,05 (Tabla 4), siendo
el crecimiento relativo mas elevado a medida que se
baja la sal 0 se aumenta la temperatura. El efecto de
interaccion de estas dos variables (promediado para
todas las especies ensayadas) se puede apreciar
claramente en la Figura 1, en la que el tiempo se ha
considerado como una variable categodrica, al igual
que en el resto de los analisis estadisticos (GLM)
efectuados. A 7°C, el 3% y 5% de sal dieron resulta-
dos similares provocando un crecimiento progresivo,
aungue bajo, de todas las especies. El maximo cre-
cimiento se obtuvo hacia los 40 dias. Sin embargo, el
8% de sal inhibié completamente el crecimiento.

A 12°C el crecimiento de todas las especies fue
rapido cuando la concentracion de sal era del 3% y
5% y la poblacion maxima se alcanzé rapidamente,
hacia los 7 dias. A esta temperatura no hubo dismi-
nucioén de la poblacién cuando se empleé el 8% de
sal, como ocurria a 7°C, pero practicamente se man-
tuvo en los niveles de inoculacion a lo largo de todo
el periodo de estudio.

Efectos de sinergia entre temperatura y NaCl si-
milares a los anteriores se ha observado igualmente
por Betts et al (1999) utilizando una mezcla de leva-

Tabla Ill
Disefio experimental y niveles de las variables, segun el medio de cultivo usado

Variable

Niveles de las variables

YMGP Salmueras
NacCl (g/100 ml) 3,58 5,8
Temperatura °C 7,12 7
PH 6.5 35,40
Tamafio inoculo (%) 2 2,1
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Tabla IV

Efectos significativos (p < 0,05) sobre el crecimiento relativo en YMGP y salmuera. Andlisis estadistico
realizado utilizando el médulo GLM de Statistica para medidas repetidas

Medio de cultivo

Efectos significativos (p < 0,05)

YMGP Concentracion NaCl (sal)

Temperatura

Especie de levadura

Tiempo

Tiempo concentracion NaCl
Tiempo concentracion NaCl x temperatura

Salmuera Concentracion NaCl (sal)
PH
Especie levadura
Concentracion NaCl x especie levadura
Tiempo
Tiempo x pH
Tiempo x especie levadura
Tiempo x concentracion NaCl x pH
Tiempo x concentracién NaCl x especie levadura
5 8
4 6
3
T 4
~ 2 e
S = = ;
§ 1 J —1 EP 3 '/% I
s = . .
g 0 ;ﬁ*’\ S 0 */ % !
= 1 &
© °
, ! £ LIS M
S, 3 T 1 |
3 -4- g~ 3%Nacl T
o - 5% NaCl
. T e | A R
5 ! NIl |
t7 4 4 &t 7 1440 63 {7 144063 t7 144063 {7 144063 t7 144063 17 144063 t7 144063 t7 144063
Temp: 7°C Temp: 12°C Pa Pf Sc cd Pm cf Dh
Figura 1 Figura 2

Crecimiento relativo (media para todas las levaduras del
estudio) en YMGP, segln la temperatura y concentracion
de NaCl. Tamafio inéculo 2%.

duras, encontrando que solo 10 de las 22 cepas in-
vestigadas se desarrollaron a 8°C y que, en cual-
quier caso, los niveles de sal requeridos para
inhibirlas eran mas bajos a medida que disminuia la
temperatura.

Se han apreciado diferencias significativas (p<
0,05) entre los crecimientos relativos de las diferen-
tes especies. El efecto combinado de la temperatura
(Figura 2) y la concentracion de sal (Figura 3) mostré
un comportamiento diverso. Crecimientos relativos
elevados tanto a 7°C como a 12°C, con solo ligeras
diferencias entre ellas, se observaron en P. anomala,
C. diddensii, y Deb. hansenii (que mostro el creci-
miento relativo mas elevado durante todo el periodo
de tiempo de la experiencia).

P. membranaefaciens mostr6 un menor creci-
miento, aunque el mismo casi no se afectd por la

Crecimiento relativo en el medio YMGP, para cada especie
de levadura, en funcién de la temperatura. Tamafio de
inéculo 2%. Véase Tabla 3 para el significado de las
abreviaturas de las levaduras.

temperatura. Sin embargo, la temperatura tuvo un
efecto mas importante sobre Sacch. cerevisiae, P.
minuta y C. famata que fueron todas inhibidas a 7°C.
Este efecto se nota incluso a 12°C en la que solo las
dos primeras crecieron de manera clara, mientras
que la dltima (C. famata) disminuyd con el tiempo.
Este efecto de la temperatura se habia ya observado
por otros autores (Betts et al 1999, Haaron et al,
1998), aunque las diferencias encontradas entre las
especies aisladas de las fermentaciones de aceitu-
nas son muy interesantes para evaluar las posibili-
dades de cada una de ellas a la hora de provocar
alteraciones a bajas temperaturas.

P. anomala, C. diddensii y Deb. hansenii apenas
se vieron afectadas por la concentracion de sal (Fi-
gura 3), aunque se aprecia una cierta gradacién en
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Cre. rel. (log N/Ny)

-5
17 144063 17 144063 t7 144063 t7 144063 t7 144063 t7 144063 t7 144063
Pa Pf Sc Cd Pm cf Dh

Figura 3
Crecimiento relativo en YMGP, para cada especie de
levadura, en funcién de la concentracién de NaCl. Tamafio
inéculo 2%. Véase Tabla 3 para el significado de las
abreviaturas de las levaduras.

las medias desde el 3% al 8%. Todas estas especies,
en general, aumentaron su poblacién con el tiempo.
Un comportamiento similar frente a la sal, en un me-
dio sintético conteniendo 1,8-2,25 M NacCl, se ha en-
contrado también en H. anomala (Bellinger and
Larhor, 1991). Por el contrario, en nuestro caso, P.
membranaefaciens, Sacch. cerevisiae, P. minutay C.
famata se inhibieron claramente y mostraron una po-
blacién decreciente a lo largo de todo el periodo de
tiempo estudiado. Esta inhibicién fue especialmente in-
tensa para C. famata. Sin embargo, todas estas espe-
cies crecieron bien al 3 y 5% de NaCl con solo
pequefias diferencias entre ellas. Bellinger et al (1991)
encontré una disminucién del 67% en la biomasa final
en presencia de 1,5 M de NaCl, asi como otros cam-
bios metabdlicos, en el desarrollo de Sacch. cerevisiae.
Por otra parte, la alta tolerancia a la sal de Deb. hanse-
nii ha sido también puesta de manifiesto en otros estu-
dios (Almagro et al, 2000; Tempel et al, 2000; Betts et
al, 2000), considerandose que esta especie tiene una
capacidad potencial, debido a ello, para alterar diferen-
tes alimentos (Loureiro y Querol, 1999).

En general, P. anomala, C. diddensii y Deb. han-
senii, fueron las especies de levaduras mas vigoro-
sas de todas las ensayadas y fueron capaces de
crecer en todo el rango de temperaturas estudiado,
incluso al 8% de sal. Betts et al (2000) concluyeron,
asimismo, que Debaryomyces era el género mas re-
sistente al efecto combinado de pH, sal y temperatu-
ra.

3.2. Efecto sobre el crecimiento de las
salmueras

Las experiencias se realizan solo a 7°C, porque,
de acuerdo con los resultados encontrados anterior-
mente, a ella se daba el mayor efecto inhibidor y era
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la mas adecuada para simular la posible conserva-
cion refrigerada del producto. Dado que no se en-
contraron diferencias entre el 3 y 5% de sal, los
niveles de este compuesto se redujeron al 5y 8%.
Los niveles de pH se eligieron en esta investigacion
siguiendo las recomendaciones de Rodriguez de la
Borbolla y Alcala y Gonzélez Pellissé (1972) para la
conservacion de aceitunas Unicamente por sus ca-
racteristicas fisico-quimicas.

En salmueras, fueron significativos los efectos de
todas las variables y las de algunas interacciones
(Tabla 4). De todos ellos, el mas interesante de co-
mentar es la interaccion pH-CINa con el tiempo (con-
siderada como una variable categérica), que, en
promedio, para todas las especies, fue claro (Figura 4).
El crecimiento con el 5% fue siempre positivo, aun-
que a pH 3,5 el periodo de latencia se extendio du-
rante unas dos semanas aproximadamente. La
concentracion del 8% provoco, tanto a pH 3,5 como
4.0 un descenso inicial de la poblacion inoculada; la

Il
-O-- 5% NaCl| [l {1 Al
—*— 8%NaCl

Relative growth
& (=}
°
b

pH: 35 pH: 4.0

Figura 4
Crecimiento relativo (promedio para todas las levaduras) en
salmuera, seglin pH y concentracién NaCl. Tamafio inéculo 2%.
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> i » e
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Figura 5
Crecimiento relativo en salmuera para cada levadura, segin la
concentracién de NaCl. Tamafio in6culo 2%. Véase Tabla 3 para
el significado de las abreviaturas de las levaduras.
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fase de latencia a pH 4 fue de unos 14 dias y a pH
3,5 de unos 30 dias. Por tanto, al 8% NaCly pH 3,5
se puede considerar que se consigue una practica
estabilizacion del producto.

En salmuera, el comportamiento de las diferentes
especies con relacion a la sal fue también diverso
(Figura 5). Sacch. cerevisiae, C. famata, y especial-
mente P. minuta, no solo no crecieron sino que dismi-
nuyeron sensiblemente la poblacién inoculada con el
tiempo, con independencia del pH del medio. P.
membranaefaciens, que se inhibia en el medio de
cultivo de laboratorio, fue mas tolerante cuando se
inoculaba en las salmueras y, después de un periodo
de latencia de unos 7-14 dias, mostr6 un crecimiento
progresivo. EI mismo comportamiento se observo
también con C. diddensii. El maximo crecimiento en
las salmueras se observo también con Deb. hanse-
nii. En salmuera al 5% de sal y 7° C crecieron todas
las especies ensayadas.

Con relacion al pH (Figura 6), a 7°C, las especies
Sacch. cerevisiae y C. famata no se desarrollaron a
pH 3,5 ni a pH 4,0 sino que mantuvieron casi cons-
tante el nimero de células viables con el tiempo. Sin
embargo, P. minuta se inhibié de manera muy desta-
cada a pH 3,5 y ligeramente solo a pH 4,0, siendo,
por tanto, la especie mas sensible al pH. C. diddensii
mostré un periodo de latencia relativamente largo
(unos 14 dias), pero después del mismo se recuperé
rapidamente con un crecimiento relativo similar a pH
3,5y 4,0. P. anomala, P. membranaefaciens y Deb.
hansenii siempre mostraron crecimientos relativos
positivos con solo pequefias diferencias debidas al
pH. Finalmente, Deb. hansenii fue también la espe-
cie mas resistente al pH, utilizando salmuera como
medio de cultivo, mostrando el crecimiento mas rapi-
do y mayor de todas las especies estudiadas. Estos
resultados coinciden con otros previos (Charoen et
al, 1998; Rodriguez de la Borbolla y Alcala et al,
1961) y resaltan la capacidad de esta levadura para
producir alteraciones.

Si se tienen en consideracion, tanto la tolerancia
al pH como a la sal, Deb. hansenii, P. anomala y P.
membranaefaciens pueden considerarse como las
especies mas vigorosas en salmueras.

Las experiencias utilizando in6culos mas bajos
(1%) (Figura 7) dieron resultados semejantes a los
observados con el 2%, aunque con totales de célu-
las viables ligeramente inferiores. El efecto de inte-
raccion de sal y pH se observa claramente en la
Figura 7. No se encuentra ningin efecto inhibidor a
5% NaCl y pH 4,0 ya que todas las curvas se en-
cuentran por encima de cero, y la mayoria de las es-
pecies tampoco tuvieron periodo de latencia. La
misma concentracién de sal, fue ya ligeramente mas
inhibidora para Sach. cerevisiae y P. minuta, que des-
pués de un descenso, estabilizaron sus poblaciones.

El resto de las especies, después de un periodo
de latencia de unos 7 dias comenzaron a crecer. Por
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el contrario, cuando se emplea el 8% de sal y pH 3,5
ninguna especie recuper6 la poblacion inicial des-
pués de 30 dias. A este mismo nivel de sal, pero con
el pH a 4,0, Sacch. cerevisiae, P. minuta y C. famata
se inhibieron; el resto, se desarrollaron despues de
una fase de latencia de 7 dias (P. anomala) o de 15
dias (las restantes).

Estos  resultados, indican que, inde-
pendientemente de la carga inicial de levaduras, es
dificil de asegurar la estabilidad del producto, en re-
lacion con las levaduras, incluso cuando se utilizan
temperaturas de refrigeracion. Ello se consigue Uni-
camente con pH 3,5y 8% NacCl.

A la vista de estos resultados, se comprende la
dificultad de controlar las mismas también durante el
proceso fermentativo y el periodo de almacenamien-
to. Posiblemente, solo con in6culo numeroso de bac-
terias lacticas, como ensay6 Balatsouras et al

Cre. rel. (log N/N,)

—— 3.5pH
4 4.0 pH =+
i I

-5
t7 14 30 t7 14 30 t7 14 30 t7 14 30 t7 14 30 t7 14 30 t7 14 30
Pa Pt Sc cd Pm cf Dh

Figura 6
Crecimiento relativo en salmuera para cada levadura, segun
el pH. Tamario inéculo 2%. Véase Tabla 3 para el significado
de las abreviaturas de las levaduras.

pH: 4.0

pH: 3.5

Tiempo (dias) Tiemoo (dias)

NaCl: 5% NaCl: 8%

Figura 7
Crecimiento relativo y en salmuera a lo largo del tiempo (X),
segun el pH y concentracién de NaCl para cada levadura
ensayada. Tamafio inéculo 1%.
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(1983), se pueda controlar el crecimiento de las mis-
mas, aunque este autor observé, igualmente, que en
cuanto la poblacion lactica disminuia, aumentaba de
nuevo el desarrollo de levaduras.

De la misma manera, esta tolerancia al pH y sal,
explica la existencia de algunas de las alteraciones
debidas a algunas de estas levaduras descritas
previamente en aceitunas,. Asi, Sacch. cerevisiae
y P. anomala se han relacionado con la aparicion
de ablandamiento y alambrado en las aceitunas en
salmuera (Vaughn et al 1972). En efecto, las condi-
ciones normales de fermentacion (Garrido Fernan-
dez et al 1996), seglin se ha demostrado, permiten
el desarrollo de levaduras y, por consiguiente, la
aparicion de alteraciones. De hecho, estos microor-
ganismos se han identificados como los principales
responsables de la fermentacion de aceitunas ne-
gras naturales en salmuera (Gonzalez Cancho et al,
1975).

Por ello, es posible que las mismas hayan altera-
do en proporciones importantes estas aceitunas fer-
mentadas tanto anaer6bicamente (Duran Quintana
et al, 1979) como aerébicamente (Garrido Fernan-
dez et al, 1985), aunque en este caso se debe a la
facilidad de crecimiento de Sacch. cerevisiae en el
interior de la pulpa de las aceitunas (Duran Quintana
et al, 1979) en donde encuentra posiblemente unas
condiciones ambientales mas favorables para el cre-
cimiento.

A pesar de todo ello, la aplicacion de estos resul-
tados a la conservacion de aceitunas a temperaturas
de refrigeracion no es facil. La presencia de levadu-
ras en productos envasados y mantenidos a tempe-
ratura ambiente es normal y no hay, hasta ahora,
ninguna evidencia de que ello represente ningln
riesgo para el consumidor ni ello conduce necesaria-
mente a la alteracion del producto excepto cuando el
crecimiento llega a alcanzar niveles elevados (Garri-
do Fernandez et al, 1997). Este desarrollo, se realiza
utilizando los acidos organicos (lactico y acético,
principalmente) (Ruiz Cruz y Gonzalez Cancho,
1969), ya que los azucares son normalmente utiliza-
dos durante la fermentacion.

Los estudios realizados pueden suministrar in-
formacion sobre las posibilidades de crecimiento de
levaduras segun las condiciones de envasado, au-
mentar la informacién para favorecer la estabilidad
del mismo y reducir la presencia de estos microorga-
nismos, ya que existe una preocupacion creciente
sobre los aspectos higiénico/sanitarios de los mis-
mos y el nimero de informes relacionando las leva-
duras con posibles infecciones esta creciendo en los
Gltimos tiempos (Lonreiro y Querol, 1999).
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