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RESUMEN

Estudio fisico-quimico y microbiolégico de la fermentacion de
aceitunas verdes arbequinas.

A pesar del creciente consumo, existe poca informacién disponible
sobre las aceitunas verdes en salmuera, sobre todo de la variedad Arbe-
quina. Con este producto se suelen presentar problemas de conservacion
debido a su baja acidez y valores relativamente altos de pH. Se ha realizado
un estudio comparativo, con aceituna Arbequina, de fermentacion espon-
tanea y de fermentacion dirigida utilizando cepas de bacterias lacticas, ais-
ladas de muestras comercializadas de estas olivas, que se han identificado
en todos los casos como Lactobacillus plantarum.

En el presente trabajo se ofrecen los resultados obtenidos en la deter-
minacion de los principales parametros fisico-quimicos y microbiolégicos de
las aguas de lavado de las aceitunas y del caldo de fermentacion a lo largo
del proceso.

A partir de los resultados expuestos se proponen algunos cambios sig-
nificativos en la técnica usual para la fermentacion de la aceituna verde
Arbequina.
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SUMMARY

Physical, chemical and microbiological studies of the fermentation
of Arbequina green olives.

Despite the growing market of the «Arbequina» cultivar of green table
olive, there are some trobles related to the low acidity and relative high pH
values in the finished product.

A comparative study has been carried with this cultivar in spontaneous
and controlled fermentation, using strains of lactic bacteria isolated from
marketed samples, wich has been identified allways as Lactobacillus plan-
tarum. .

Starting from the main physical, chemical and microbiological parame-
ters dettermined in the experiences, some changes in the usual technique of
fermentation for the «Arbequina» olives are proposed.

KEY-WORDS: Arbequina green olive - Fermentation - Microbiological
study - Physico-chemical study.

1. INTRODUCCION

El tipo de elaboracién de las aceitunas verdes Arbe-
quinas puede incluirse dentro de las «aceitunas verdes en
salmuera», que reciben la siguiente definicion especifica,
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segln la Reglamentacién Técnico Sanitaria de 1983: son
las tratadas directamente en salmuera y conservadas por
fermentacién natural.

En la elaboracion de aceitunas de mesa es necesario
suprimir total o parcialmente el intenso sabor amargo de
los frutos verdes (5) (3) (7) (11). Este endulzado se puede
conseguir por la eliminacién del glucésido amargo oleoeu-
ropeina del fruto, mediante un «cocido» con solucién de
sosa diluida (estilo sevillano o espafiol), o0 mediante suce-
sivos lavados con agua (aceitunas en salmuera).

La fermentacion de las aceitunas verdes en salmuera
se caracteriza, en general, por estar provocada fundamen-
talmente por levaduras, con gran desprendimiento de gas.
La acidez que se desarrolla durante el proceso es baja,
inferior a 0,5% en &cido lactico, y un pH relativamente ele-
vado, que de no encontrarse debidamente ajustado puede
dar lugar a problemas de conservacion del producto (1).

Existen una serie de aspectos a tener en cuenta en el
momento de realizar una fermentacién dirigida en las acei-
tunas:

A) Variedad: Es un factor determinante en la evolucion
de la fermentacién. Por lo general, las aceitunas que
se destinan a la obtencién de aceite, como es el
caso de la Arbequina, suelen presentar ciertas difi-
cultades al desarrollo de bacterias lacticas durante la
fermentacion espontanea (1).

B) Inéculo: Se considera a Lactobacillus plantarum
como la bacteria responsable de la fermentacion lac-
tica de las aceitunas y hay numerosos trabajos que
lo confirman (2) (9) (8), e incluso que demuestran la
mayor eficacia de esta especie frente a otras bacte-
rias lacticas (1).

C) Efecto inhibidor de los polifenoles: La presencia
de sustancias inhibidoras de bacterias en la pulpa
del fruto ha sido confirmada por diversos autores (4)
(3) (6), y aunque no hay un acuerdo general en la
atribucién definitiva de este efecto bacteriostatico, se
ha demostrado que esta propiedad se manifiesta en
la oleoeuropeina y algunos de los productos de su
hidrolisis: el acido elendlico y la aglucona. Por otra
parte, Garrido y cols. han comprobado que las bac-
terias lacticas pueden utilizar la oleoeuropeina como
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fuente de carbono si la concentracién es inferior a
0.2 %, pero en cambio a concentraciones de 0.4 %
ya resulta inhibidora del crecimiento. Estos resul-
tados se han verificado (8) (11) con distintas cepas
de Lactobacillus plantarum en las cuales se han
obtenido distintos grados de resistencia y niveles de
utilizacion.

D) Técnica fermentativa: Para dirigir la fermentacién

de las aceitunas arbequinas se han practicado dos
técnicas distintas. En la primera se inocula directa-
mente la salmuera con la cepa seleccionada de Lac-
tobacillus plantarum. En la segunda, el fruto en sal-
muera se somete a un calentamiento a 74°C
durante 3 minutos y posteriormente, una vez
enfriado, se inocula con la cepa seleccionada. Esta
ultima técnica se ensay6 con la variedad Manzanilla,
tratando los frutos previamente con lejia, al estilo
sevillano, demostrandose que fermentaban mejor y
més rapidamente que otras del mismo lote sin el
calentamiento (1). En otras experiencias con la
misma variedad (10), se obtiene una elevada acidez
de la salmuera y con ello un pH mas bajo que el
ordinario en este tipo de elaboracion.
En definitiva, no se ha podido demostrar cual es el
efecto del calentamiento sobre los compuestos anti-
microbianos, si bien Fleming y cols. sostienen la
teoria de que este tratamiento destruye el sistema
enzimatico que hidroliza la oleoeuropeina, evitan-
dose asi la formacién de los compuestos de su
hidrélisis a los que se atribuye la mayor actividad
bactericida.

En este trabajo, se realiza un seguimiento de la fermen-
tacion espontanea de las aceitunas verdes Arbequinas,
segun la practica tradicional de su elaboracién en Cata-
lufa, y se plantea la posibilidad de modificar el proceso a
fin y efecto de conseguir una fermentacién dirigida con
Lactobacillus plantarum, que diera lugar a unos valores de
acidez y pH méas adecuados para una correcta conserva-
cion, intentando mejorar con ello las caracteristicas organo-
Iépticas del producto.

2. MATERIAL Y METODOS

Las experiencias se han realizado a nivel de laboratorio,
y se han utilizado como fermentadores 6 bidones idénticos
de P.V.C. de boca ancha, de 10 litros de capacidad total,
para 7,7 Kg de aceituna y 5,5 | de salmuera. Los bidones
estan provistos de doble cierre (tapa y obturador) para
evitar el contacto directo de las aceitunas con el aire.
Todas las experiencias se han realizado por duplicado.

2.1. Aceitunas

La muestra inicial consta de 60 Kg de aceitunas verdes
de la variedad Arbequina (Olea europeae var. ilerdensis),
gue ha sido recogida manualmente en la poblacién leri-
dana de Les Borges Blanques.
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2.2 Microorganismos

Para estas experiencias se ha empleado una cepa de
Lactobacillus plantarum que habia sido aislada de forma
testimonial del liquido de gobierno de aceitunas arbequinas
fermentadas comercializadas. A esta cepa, adaptada ya a
la variedad de aceituna, se le determind previamente su
capacidad de acidificacién y tolerancia a la sal, requisitos
indispensables para considerarla un buen inéculo (2) (9)

(8) (11).

2.3 Muestreo y controles

Todos los controles fisico-quimicos y microbiolégicos se
realizan sobre la salmuera de fermentacién siguiendo téc-
nicas de andlisis establecidas (2) (10). Se determinan
periédicamente para cada uno de los fermentadores los
siguientes parametros fisico-quimicos de la salmuera: pH,
acidez libre y polifenoles, como maximos exponentes de la
fermentacion; el contenido de cloruro sédico, por su impor-
tancia en la posible conservacion del producto, y los azu-
cares reductores como indicadores del final de la fermenta-
cion. Los controles microbiolégicos se centran en los
recuentos de los microorganismos mas representativos de
las fermentaciones de aceitunas: Bacterias gramnegativas
no esporuladas, levaduras y lactobacilos.

Los medios de cultivo empleados para cada tipo micro-
biano han sido: Agar Bilis Rojo-Violeta (ADSA=MICRO),
Agar Sabouraud (ADSA=MICRO) y Agar MRS
(ADSA=MICRO) con nystatina, respectivamente. Durante
el periodo de los lavados se determina la cantidad de poli-
fenoles que son eliminados diariamente y la poblacién de
bacterias gramnegativas que se desarrolla en cada uno de
los lavados.

2.4 Metodologia

Una vez seleccionado y escogido el fruto, se colocan
7,7 Kg en cada uno de los seis fermentadores, para iniciar
una serie de lavados estaticos con agua, que se renueva
cada 24 horas, durante 9 dias sucesivos. Después del
ultimo lavado se procede a realizar tres experiencias dife-
rentes, con repeticién. Las condiciones para cada una de
estas tres experiencias, que se han realizado por dupli-
cado, se detallan a continuacién:

2.4.1 Experiencia 1: Corresponde al proceso tradi-
cional de fermentacién de las aceitunas verdes Arbequinas
en salmuera. A las aceitunas se les coloca directamente la
salmuera del 7% (p/v CINa), preparada exclusivamente con
agua y cloruro sodico, que completa el volumen total del
recipiente, y que impide la presencia de la capa de aire en
la superficie. Estos fermentadores serviran como testigos
frente a las otras dos experiencias.

2.4.2 Experiencia 2: Las aceitunas son tratadas tam-
bién con salmuera al 7% (p/v CINa). Al cabo de tres dias
se inoculan con un cultivo puro de Lactobacillus plantarum,
en una proporcion del 2% (v/v) en los fermentadores, tal y
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como recomienda el Instituto’de la Grasa y sus Derivados,
empleando como base para el indculo Caldo Infusion de
Levadura-Glucosa tamponado a pH 5,57 (2) (9).

2.4.3 Experiencia 3: El fruto, después de los lavados,
es sumergido mediante una cestilla metélica dentro de un
recipiente con agua y calentado a una temperatura de
74°C, durante 3 minutos. Posteriormente se devuelven las
aceitunas a los fermentadores y se introduce la salmuera
del 7%. A los tres dias se inocula con Lactobacillus plan-
tarum de igual forma que en la experiencia anterior.

Una vez preparadas las tres experiencias, se colocaron
los fermentadores en una galeria cubierta, donde la tempe-
ratura media diurna se sitia entre los 22 y 25°C.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en las dos repeticiones de
cada experiencia se han promediado y se exponen de
forma gréfica para facilitar la comparacién entre el patrén y
las dos variaciones experimentales.

3.1 Aguas de Lavado

En las aguas de lavado, se ha comprobado que la can-
tidad de polifenoles que se difunde es muy pequefa, como
queda expuesto en la grafica n° 1. Parece ser, por tanto,
que la practica de someter a las aceitunas a lavados esta-
ticos, previos a la colocacion de las aceitunas en salmuera,
no produce un sustancial desamargado de los frutos. Por
otra parte, en cada lavado estatico de 24 horas se obtiene
una abundante y creciente poblacién de bacterias gramne-
gativas (véase grafica n° 1), hecho que podria resultar peli-
groso, por la probable relacién de estos microorganismos
con la alteracién denominada «alambrado» (2).

Aguas de lavado
Polifenoles y Bacterias G(-)

A.Tanico/mL Log n°cel/mL

@ (=]

m i
20 - m e
@ /\

o 1 2 3 4 5 8 7 8

n? lavados

---E3--- Gramnegativas ———— Polifenoles

Grafica 1

Evoluciéon de la poblacién de bacterias gramnegativas (expresadas
en log n? cel/mL) y polifenoles en mg de &cido tanico por mL de agua
en las aguas de los sucesivos lavados de los lotes sin tratamiento ni
inéculo.
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3.2 Experiencia 1 (Fermentacion tradicional).

Durante toda la fermentacién, se ha comprobado que
practicamente sélo habia un Unico tipo de levadura que era
la que dominaba el proceso fermentativo, y aunque se han
aislado otros tipos, su presencia es solo testimonial. Esta
especie de levadura, que seria la mas representativa del
proceso de fermentaciéon de las aceitunas verdes Arbe-
quinas, ha sido identificada como Hansenula anomala.
Sélo al final de la fermentacién se observd el abundante
desarrollo de otro tipo de levadura. Esta especie ha sido
identificada como Torulopsis inconspicua, que posee meta-
bolismo oxidativo y puede provocar velos o peliculas en la
superficie de los fermentadores. En ninguno de los dos fer-
mentadores se ha observado el desarrollo de bacterias lac-
ticas. En la grafica n® 2 se muestra la evolucién de la
poblacién de levaduras en las tres experiencias.

Levaduras

n* cel/mL saimuera
1.0E+07

T
D

1.0E+08

1.0E+05 F

T

1.0E+04 : - . . -
0

20 40 60 80 100 120
dias
Exp. 1 Exp.2 ~T7T°7 Exp. 3
Gréfica 2

Evolucién de la poblacién promedio de levaduras en las tres series de

3.3 Experiencias 2 y 3 (Fermentaciones dirigidas)

Ni en los fermentadores de la experiencia 2, que habian
sido inoculados con Lactobacillus plantarum, ni en los fer-
mentadores de la experiencia 3, en los que también se
habia inoculado, tras el calentamiento del fruto a 74°C
durante 3 minutos, se detecta el crecimiento de Lactobaci-
llus plantarum inoculado, ni de otra bacteria lactica.

La flora microbiana que se desarrolla en estos fermen-
tadores esta compuesta por bacterias gramnegativas (gra-
fica n° 3) y levaduras que siguen un desarrollo similar al de
los fermentadores de la experiencia 1, tal y como se puede
comprobar en las correspondientes graficas.

Se ha comprobado el potente efecto inhibidor que
ejercen los polifenoles sobre Lactobacillus plantarum. Al
colocar una fina porcién de pulpa en una placa donde ha
crecido dicho microorganismo, en medio Agar Extracto de
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levadura-Glucosa y Malta (ADSA=MICRO), se produce
una amplia zona de inhibicién alrededor de la porcién de
aceituna. En la salmuera el efecto inhibidor de los polife-
noles debe ser alin mayor, pues de por si la salmuera es
ya un medio hostil para el crecimiento de los lactobacilos
debido a su pobreza en nutrientes y su alto contenido en
sal:

Ninguna de las dos especies de levaduras aisladas de
las salmueras de fermentacién son inhibidas por los polife-
noles. Por este motivo, los microorganismos predomi-
nantes en la fermentacién de este tipo de aceitunas son las
levaduras.

A la vista de los resultados de esta experiencia, es fun-
damental destacar la importancia del factor varietal. Las
aceitunas Arbequinas son de maduracion mas tardia que
las aceitunas Manzanilla, y es muy posible que en el
momento de su recoleccién la oleuropeina estuviera ya
hidrolizada, habiéndose formado aglucona y acido elend-
lico, que son compuestos termorresistentes y de potente
efecto inhibidor. Por lo tanto, el calentamiento no ha tenido
ningln efecto, como se hace evidente al comparar la evo-
lucién de la flora de levaduras (gréafica n° 2) y de bacterias
(grafica n° 3) en las tres experiencias.

Bacterias G-
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Gréfica 3

Evolucién de la poblacién promedio de bacterias G- en las tres series
de tratamiento.

3.4 Evolucion de los parametros fisico-quimicos.

Debido a que no se produce una fermentacion lactica
en ninguna de las tres experiencias, la evolucién de los
parametros fisico-quimicos de la salmuera es muy similar
en todos los fermentadores.

3.4.1 pH: La evolucion de este parametro en las tres
experiencias se expone en la gréfica n® 4. En los primeros
dias de la fermentacion, se produce un importante des-
censo de pH, debido al desarrollo de las bacterias gramne-
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gativas que producen anhidrido carbénico, hidrégeno,
&cido acético, acido lactico y etanol. El pH en los 20 pri-
meros dias, cuando el desarrollo de gramnegativas en la
salmuera es muy significativo, desciende cerca de dos uni-
dades. Posteriormente el pH no sufre variaciones especial-
mente significativas: baja ligeramente hasta los 30 dias de
fermentacion, y después practicamente se estabiliza con
ligeras oscilaciones, en torno a pH 5, hasta el final de la
fermentacién.

3.4.2 Acidez libre: En las tres experiencias, la acidez
que se alcanza al final de la fermentacién es muy baja,
como puede observarse en la grafica n° 4, y no llega en
ningan fermentador a los 0,3 g de acido lactico por 100 ml
de salmuera. Al no existir crecimiento de bacterias lacticas
no se produce acidificacién de la salmuera. La pequefa
cantidad de acidez producida, proviene en gran medida de
los propios &cidos organicos presentes en la pulpa de las
aceitunas que se difunden en la salmuera.

Acidez libre y pH

¢ A.Léctico/100g salmuera pH
035

dias

ACIDEZ Exp. 1 Exp.2  ====-- Exp. 3
pH —k—Exp.1 —>¢— Exp.2

Gréfica 4

Evolucién del pH y la acidez libre, esta Gltima expresada en gramos
de 4cido lactico por 100 mL de salmuera.

3.4.3 Cloruro Sédico: La concentracion inicial del 7%
(p/v) de CINa en las salmueras, se estabiliza al final de la
fermentacién en un valor inferior al 5%, como queda
puesto de manifiesto en la grafica n° 5. Esta concentracion
de sal, unido al elevado pH que tienen las salmueras,
puede ser no suficiente para prevenir el desarrollo de
microorganismos indeseables, ni para asegurar una larga
conservacion del producto. Seria pues aconsejable, en
este tipo de fermentaciones, emplear salmueras mas con-
centradas y acidificar ligeramente con acido acético o lac-
tico.

3.4.4 Polifenoles: En la grafica n° 6, puede observarse
la evolucién de los polifenoles durante la fermentacion y la
difusién de estos compuestos en la salmuera. Entre los 80
y 110 dias la cantidad que se difunde es muy pequefa
debido a que se alcanza un equilibrio entre los polifenoles
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NaCl
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Gréfica 5

Evolucion de la salmuera expresada en porcentaje (p/v) de cloruro
sédico a lo largo del tiempo.

Polifenoles

g A.tanico/100m! salmuera
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Gréfica 6

Evolucién de la concentracion de polifenoles expresados en gramos
de 4cido tanico por 100 mL de salmuera.

que contiene el fruto y los que se han difundido en la sal-
muera. En este momento es cuando los frutos han perdido
gran parte de su amargor inicial y son perfectamente aptos
para el consumo.

4. CONCLUSIONES

Los lavados estaticos a los que se someten los frutos
antes de su salazén, producen una eliminacion de polife-
noles del fruto practicamente despreciable, mientras que
se favorece el desarrollo de bacterias gramnegativas pro-
ductoras del «alambrado». La supresion de estos lavados
estaticos no debe suponer ninguna complicacion, aunque
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siempre se debe realizar un lavado dinamico, de corta
duracién, para eliminar la suciedad de los frutos.

Las levaduras son los microorganismos responsables
de la fermentacion de las aceitunas Arbequinas verdes en
salmuera. Esta fermentacién produce una baja acidez y un
pH relativamente elevado. Sera preferible, por tanto, utilizar
una salmuera de elevada concentracién y con un pH corre-
gido para evitar el posible crecimiento de microorganismos
indeseables.

Los resultados de las fermentaciones dirigidas han
puesto de manifiesto la dificultad de realizar con éxito una
fermentacion lactica en las aceitunas verdes Arbequinas.
Los resultados de la experiencia de fermentacion dirigida
en aceitunas previamente calentadas, hace pensar que los
causantes de la inhibicién del Lactobacillus plantarum han
sido los productos de la hidrélisis de la oleuropeina.

Se pone de manifiesto la importancia del factor varietal,
ya que mientras que en la Manzanilla, el calentamiento del
fruto facilita la fermentacién lactica, no ocurre igual en la
variedad Arbequina.
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