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RESUMEN

Caracteristicas del proceso fermentativo durante la conserva-
cién de aceitunas de la variedad Hojiblanca, destinadas a la elabora-
cién del tipo negras.

El trabajo estudia la evolucion de las caracteristicas fisico-quimicas y
microbiologicas de la fermentacion en medio aerobico durante la conser-
vacion de aceitunas de la variedad Hojiblanca, en las diversas condicio-
nes de los actuales procesos industriales (pH corregido inicialmente con
acético a 4,0-4,2 unidades, concentracion de sal entre 3 y 6%, frutos
verdes 0 con una mayor madurez y aireacion a razéon de 0,3 litros de aire
por hora y litro de capacidad del recipiente).

La misma se caracteriza por un mantenimiento del pH, lenta utiliza-
cion de los azucares, bajos niveles de anhidrido carbénico disuelto y
progresiva subida de la concentracién de sal. Asimismo, se desarrollan
bacilos Gram-negativos y Bacillus al comienzo del proceso, pero los mi-
croorganismos verdaderamente representativos de la fermentaciéon son
las levaduras cuya poblacion aumenta rapidamente (mayor velocidad a
medida que la concentracién de sal es mas baja) y permanecen durante
toda la conservacion en niveles elevados. si bien, después de 180 dias
existe una tendencia general a disminuir. Las especies mas abundantes
son: Pichila membranaefaciens (51%); Pichia fermentans (6%) y Hanse-
nula polimorpha (6%). En ningun tratamiento se observa arrugado ni
alambrado en las aceitunas.

PALABRAS-CLAVE: Aceituna lipo negra - Fermentacidn - Levadura.
SUMMARY

Characteristics of the fermentation process that occurs during
the storage in brine of Hojiblanca cultivar, used to elaborate ripe
olives.

The paper studies the changes of the physico-chemical and micro-
biological characteristics of the fermentation in aerobic conditions that
occur during the storage stage of Hojiblanca cultivar used to elaborate
ripe olives. Assayed treatments include all the conditions used at indus-
trial level (correction of initial pH to 4,0-4,2 units with acetic acid, sodium
chloride concentration ranging between 3 and 6%, green to yellow-pink
green fruits and bubling of air at a rate of 0,3 liter per hour and liter of the
vessel capacity).

The process was characterized by a maintenance of the pH values, a
slow sugar consumption, very low content of carbon dioxide and progres-
sive increase of the salt concentration. Gram-negative rods and Bacillus
grew at the beginning of the process; however, the most representative
germs of these fermentation were the yeasts, whose population grew
rapidly from brining (at higher rate as the salt content was slower). They
remainied throughout the storage, although after 180 days a decrease
tendency was observed. The most representative species were: Pichia
membranae faciens (51% of frequency), Pichia fermentans (6%) and Han-
senula polymorpha (6%). No gas-pocket or shrivelling was appreciated in
any treatment.

KEY-WORDS: Fermentation - Ripe table olive - Yeast.
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1. INTRODUCCION

La elaboracién de aceitunas tipo negras, al estilo cali-
forniano, ha experimentado en Espafa un notable au-
mento durante los ultimos afos produciéndose en estos
momentos alrededor de 60.000 Tm./afo (C.O.1., 1989).

La mayoria de ellas se obtienen a partir de la varie-
dad Hojiblanca, seguida de la Cacerena. El proceso de
oxidaciéon en medio alcalino que requiere esta prepara-
cién puede efectuarse directamente en el fruto fresco.
Sin embargo, lo normal es conservar las mismas durante
un periodo variable, que, a veces, se puede extender a
mas de un anfo. Durante el tiempo que las aceitunas
permanecen en salmuera tiene lugar un proceso fermen-
tativo de cuyas caracteristicas depende, en gran medida,
la aparicion, o no, de alteraciones, asi como la calidad
del producto final.

Dado que la fabricacién de este tipo comercial se ha
iniciado en Espana en fechas recientes no se conoce
bien la forma mas adecuada de efectuar dicha conserva-
cion de manera éptima, ni la evolucién de los diferentes
procesos fermentativos que tienen lugar, segun las diver-
sas condiciones que se utilizan para la misma.

En California, tampoco se ha realizado un estudio
sistemético de esta etapa, ya que los trabajos de Vaughn
(1982) se han orientado, fundamentalmente, a investigar
las causas de algunas de las frecuentes alteraciones que
suelen ocurrir durante ella y, finalmente, hacia el empleo
de soluciones fuertemente aciduladas que, en la practi-
ca, inhiben el desarrollo microbiano (Vaughn et al., 1970).

Entre los problemas mas importantes que se dan en
la variedad Hojiblanca, destacan el arrugado y el “alam-
brado”. La formacién del primero se ha deducido que
puede deberse a dos causas: utilizaciéon de concentracio-
nes iniciales elevadas de sal en la salmuera y la libera-
cién del anhidrido carbdnico disuelto en el interior de los
frutos, cuando éstos se sacan de los fermentadores.

Por lo que respecta al “alambrado”, éste se ha rela-
cionado con la presencia de bacilos Gram-negativos de
los géneros Klebsieller, Escherichia y Citrobacter (Gili-
llard y Vaughn, 1941; Vaughn et al., 1969), y de algunas
levaduras fermentativas que se desarrollan en el trans-
curso de la conservacion (Vaughn et al., 1972). En el

http://grasasyaceites.revistas.csic.es



Vol. 43 Fasc. 4 (1992)

caso de las aceitunas verdes, se ha demostrado también
que el crecimiento de bacilos de los géneros anterior-
mente mencionados, asi como de Enterobacter y Aero-
monas podian dar lugar a dicha alteracién (Rodriguez de
la Borbolla et al., 1960). Finalmente, en las aceitunas tipo
negras al natural fermentadas anaerdbicamente, se ha
quedado claramente establecido que las dos especies de
levaduras mas representativas, Sacharomyces Oleagino-
sus'y Hansenula anomala, dan lugar asimismo a fisuras
similares (Duran Quintana et al, 1979).

Debido a las consideraciones anteriores, el sistema
mas extendido para conservar las aceitunas tipo negras
en Espana es mediante la utilizacién de una salmuera
con concentracién de sal relativamente baja 3-6% y con
el pH inicial corregido con &acido acético a valores com-
prendidos entre 4,0 y 4,2 unidades, con objeto de evitar
al maximo el desarrollo de bacilos Gram-negativos. Ade-
mas, se ha extendido el uso del sistema aerdbico, desa-
rrollado inicialmente para evitar el alambrado en las ne-
gras al natural, ya que el mismo presenta las ventajas de
ir purgando el CO2 a medida que se produce (a partir de
la respiracion de los frutos y de la propia fermentacion),
lo que contribuye a disminuir considerablemente el pro-
blema de arrugado; al mismo tiempo, el aumento de los
niveles de oxigeno disuelto que se provoca en la salmue-
ra inhibe el desarrollo de levaduras fermentativas, estric-
tamente anaerdbias, responsables del alambrado en ne-
gras naturales (Garcia Garcia et al., 1982).

El presente trabajo tiene la finalidad de estudiar la
evolucion de las principales caracteristicas fisico-quimi-
cas del proceso fermentativo que tiene lugar durante la
etapa de conservacion de aceitunas de la variedad Hoji-
blanca destinadas a la fabricacion de aceitunas tipo ne-
gras, asi como de investigar los cambios de la poblacién
microbiana que se desarrolla y de identificar las especies
que la componen.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Aceitunas

Los frutos han pertenecido a la variedad Hojiblanca
(Olea oleuropaea arolensis), recolectadas en el envero y
procedentes de la Roda de Andalucia (Sevilla). Sus prin-
cipales caracteristicas han sido descritas por Barranco y
Rallo (1984).

2.2. Fermentadores

Depésitos de PVC de 100 | de capacidad total, conte-
niendo 50 kg de frutos. A los mismos, se les ha dotado
de un sistema de aireacion mediante columna, acoplada
segun el procedimiento ya descrito en otro trabajo (Gar-
cia Garcia et al., 1985).

2.3. Analisis fisico-quimicos

El pH se determina potenciométricamente en un apa-
rato Orion modelo 901. Azucares reductores, cloruro so-
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dico, acidez total y anhidrido carbdnico disuelto segln
las técnicas descritas por Fernandez Diez et al, (1985).

2.4. Analisis microbiolégicos

Se utilizan diferentes medios para detectar y cuantifi-
car los diversos microorganismos que crecen habitual-
mente en las salmueras.

Para bacilos Gram-negativos se usa el medio de Mos-
sel (Mossel et al., 1962) (Merck, RFA) y agar nutriente
(I.C.M.S.F., 1983). Para microorganismos celuloliticos se
utiliza un medio de celulosa-agar (Lamot y Voets, 1976)
empleando la solucién de Brisou para la observacion de
la actividad celulolitica de las respectivas colonias (Bri-
sou et al, 1971). Para bacterias lacticas, MRS-agar
(Oxoid, Inglaterra) con un 0,2% de azida sdédica con ob-
jeto de evitar interferencias debidas al desarrollo de baci-
los Gram-negativos y levaduras.

Para el crecimiento de levaduras se usa dextrosa-
extracto de levadura-agar (Gonzéalez Cancho, 1956) y
extracto de malta-agar (3% p/v) (Oxoid, Inglaterra), que
permite la diferenciacion morfolégica de las colonias. Para
distinguir las diferentes cepas de levaduras, asi como
otros microorganismos que pudieran desarrollarse tam-
bién en estos medios, se efectla la observacién micros-
copica de cada tipo de colonia.

Para analisis cuantitativos, las siembras de las sal-
mueras se hacen por la técnica de recuento en placa por
extensiéon en superficie (I.C.M.S.F., 1983), preparando
disoluciones sucesivas de la muestra para obtener entre
30 y 300 colonias por placa.

2.5. Identificacion de levaduras

Para el aislamiento de los cultivos puros de levaduras
se dan pases sucesivos en el medio agar-extracto de
levadura-glucosa por extensiéon y agotamiento hasta su
completa purificacion. Posteriormente, se procede a la
identificacion de los cultivos aislados mediante su estu-
dio taxondmico, siguiendo las normas y técnicas indica-
das por Lodder (1970). Los caracteres morfolégicos que
comprenden las caracteristicas de la reproduccién vege-
tativa se estudian en extracto de malta liquido. Para la
formacién de pseudomicelio se emplea agar-patata-glu-
cosa (Wickerham, 1951). La observacién de los caracte-
res de cultivo se realiza tanto en extracto de malta liqui-
do como en agar-infusién de levadura-glucosa.

En las pruebas de esporulacién se utiliza el medio de
Starkey (1946) y la observacién microscépica de las as-
cosporas se hace segin el método de colorantes acidos
con azul de metileno y eosina amarilla (Jorgensen, 1948).

En la utilizacién fermentativa de los hidratos de car-
bono se emplean tubos de Durham con un medio basal
que contiene 1% de extracto de levadura. A este medio
se le anade el azucar correspondiente en concentracion
del 2% para glucosa, galactosa, maltosa, sacarosa y lac-
tosa y 4% para rafinosa (Lodder and Kreger Van Rij,
1952).

Para la utilizacion oxidativa de los hidratos de carbo-
no se emplea el método auxanografico (Lodder and Kre-
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ger Van Rij, 1952), que consiste en la utilizaciéon de un
medio basal al cual se le anade, una vez solidificado, los
mismos azdcares que se han ensayado en la fermenta-
cion.

Ademés, para completar la taxonomia se ha ensaya-
do también la asimilacién, mediante las pruebas API AUX
(APl SYSTEMS, Francia) los siguientes carbohidratos;
celobiosa, trehalosa, xilosa, inositol, glicerol y sorbitol.

En los estudios de utilizacién de los compuestos ni-
trogenados se ha empleado igualmente la técnica auxa-
nogréfica de Lodder y Kreger Van Rij (1952) probando el
NO3K en el medio basal frente a la peptona como testi-

go.
2.6. Disefo de la experiencia

Los diferentes tratamientos experimentados se resu-
men en la Tabla I. Con ellos se pretenden abarcar todas
las posibles variantes que pueden encontrarse en las
condiciones reales de trabajo a nivel industrial.

Tabla |
Caracteristicas de los diversos tratamientos

Codigo de los Concentracion Forma de Estado de

fermentadores inicial de NaCl adicion de NaCl madurez del fruto
L-1 ! 6% 2% cada mes verde-maduro
L-2 6% 0,5% semanal verde-maduro
L-3 3% 2% cada mes verde-maduro
L-4 3% 0,5% semanal verde-maduro
L-5 6% 2% cada mes verde
L-6 3% 2% cada mes verde

En todos los supuestos a la salmuera inicial se le
corrige el pH con acético glacial hasta valores de 4,1
unidades y se les inyecta aire durante 8 horas al dia, a
razén de 0,3 litros por hora (Ih) y litro de capacidad (lIc),
durante todo el tiempo que dura el proceso.

Las tomas de muestra se hacen diariamente durante
los diez primeros dias. Posteriormente, la recogida se
realiza semanalmente, para, a partir de los tres meses,
hacerlo cada 20-25 dias.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evolucién de las caracteristicas fisico-
quimicas

En general, no se han producido diferencias en los
valores de la misma debido a las diferentes concentra-
ciones de sal, estados de madurez o forma de adicién de
sal, por lo que su evolucién se estudia en funcién de los
valores medios de los diversos tratamientos.
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pH

Los valores de pH no han experimentado préactica-
mente ninguna variacién a lo largo de la fermentacion
manteniéndose en todos los casos entre 4,1 y 4,2 unida-
des.

Acidez libre

Como se observa en la Figura 1, a partir de la acidez
acética inicial, se observa un ligero incremento de la mis-
ma al comienzo del proceso, debido posiblemente a la
difusion de los acidos de la pulpa de los frutos, para
estabilizarse a partir de los 30 dias de la puesta en sal-
muera. Asi, pues, se ha tratado de una fermentacién en
medio aerdbico en la que no se ha producido acidez
lactica, a causa de la ausencia de crecimiento de bacte-
rias lacticas.

z o ACIDEZ LIBRE —~
WS o, x x CO, DISUELTO 20E o
23 /X(; . . . 3
-0 */ > 5
NS 02 \‘ 108 g
38 N : £
24 — - "8

- 20 60 100 10 180

TIEMPO (dias)
Figura 1

Evolucion de la acidez libre y del anhidrido carbénico disuelto
en la salmuera

Anhidrido Carbénico disuelto

La evolucién de la concentracién del mismo se ha
representado en la Figura 1. Desde luego, la aireacién
ha producido una disminucién drastica de los niveles del
mismo con respecto al proceso anaerdbio (alrededor de
150-200 mg/100 ml), que explica, en gran parte, la au-
sencia de arrugado al sacar los frutos de los fermentado-
res. Al principio de la colocacién en salmuera se produce
un maximo alrededor de los 7-10 dias, a causa de que el
caudal de aire empleado no es suficiente para eliminar el
CO2 proveniente del propio metabolismo del fruto y de la
actividad microbiana. Posteriormente, la cantidad prove-
niente de las aceitunas va disminuyendo y, paralelamente,
lo hacen los niveles de COp, hasta que se estabiliza en
valores muy bajos. Asi, pues, se puede afirmar que la
proporcién de aire utilizada, 0,3 I/ih.lc, durante 8 horas al
dia, es suficiente para purgar el anhidrido carbénico de
manera eficaz.

Azucares reductores

La concentracién de estos compuestos en la salmue-
ra ha sido siempre muy baja, debido a que su difusién a
la misma es muy lenta y son, en general, utilizados por
los microorganismos inmediatamente que alcanzan la so-
lucién. Por ello, es mas indicativo del grado de avance
de la fermentacién el seguimiento de la evolucién del
contenido de los mismos en los frutos, tal como se ha
efectuado en la Figura 2. El Unico efecto que se ha apre-
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ciado ha sido el del grado de madurez, ya que las aceitu-
nas verdes maduras han mantenido a lo largo de la ma-
yor parte de la fermentacion unos niveles ligeramente
inferiores. Después de los 100 dias de estancia en sal-
muera, esa diferencia desaparece.

Esta lenta eliminaciéon de azicares reductores hace
que el proceso en este tipo de aceitunas se prolongue
durante bastante tiempo y el desarrollo microbiano no
alcance recuentos tan elevados como en las fermenta-
ciones que tienen lugar en la generalidad de los vegeta-
les o, incluso, otros tipos de aceitunas, en los que el
equilibrio se alcanza con mayor facilidad (verdes o ne-
gras aderezadas en salmuera).

La concentracién residual final alrededor de 0,5 g/100
g de pulpa, no indica la presencia de azlcares libres en
la pulpa sino que se puede deber a la presencia de otros
compuestos con poder reductor frente al licor de Fehling
0 a que estos azlcares se mantienen formando com-
puestos mas complejos dificilmente hidrolizables, ya que
es normal encontrar valores semejantes en otros tipos de
fermentaciones de aceitunas en salmuera (Gonzéalez Can-
cho et al., 1975).

2,04 x VERDES
e VERDES-MADURAS

AZUCARES REDUCTORES
(g glucosa /100 g de pulpa)
g

20 60 100 140 180
TIEMPO (dias)

Figura 2
Evolucion de los azucares reductores en la pulpa de las aceitunas segun
el grado de madurez

Concentracion salina

En la Figura 3 se representan los valores de los andli-
sis y la evolucién seguida en las distintas experiencias;
las lineas verticales se corresponden con las adiciones
de sal que se realizan, segln lo programado, semanal o
mensualmente.

Cuando se parte de una concentracion del 3% siem-
pre se tienen unos niveles mas bajos de sal en el liquido
que en los casos del 6%. Para las mismas condiciones
iniciales, la adicidon semanal implica el mantener en la
salmuera una mayor proporcién de NaCl que cuando se
realiza mensualmente. No se han encontrado diferencias
por el empleo de frutos con distinto grado de madurez.

3.2. Estudio cuantitativo de la flora microbiana

Las siembras microbiolégicas efectuadas han demos-
trado que los bacilos Gram-negativos no esporulados prac-
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ticamente no se han desarrollado en las condiciones de
los diferentes tratamientos. Los bacilos del género Baci-
Ilus han tenido una presencia constante, aunque escasa,
a lo largo del tiempo de conservacion, lo que pudiera
indicar la existencia de una contaminacién inicial que,
gracias al control de las caracteristicas fisico-quimicas,
no se ha desarrollado. Ello podria, ademas, justificar el
hecho de que, a pesar de haberse detectado estas bac-
terias de capacidad celulolitica, no se ha observado ablan-
damiento en los frutos. Dada la escasa significacién tan-
to de los bacilos Gram-negativos, como de los del géne-
ro Bacillus no se ha profundizado en su estudio.
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Figura 3
Evolucién de la concentracion de NaCl de las salmueras

Del resto de los microorganismos, destaca la ausen-
cia total de bacterias lacticas. Este hecho no es extrafo
si se tiene en cuenta que la presencia de inhibidores en
las aceitunas es un hecho demostrado ampliamente (Fle-
ming et al.,, 1973; Walter et al., 1973; Ruiz Barba et al.,
1990 y 1991). Asimismo, la acidulacién inicial utilizada
para controlar el excesivo desarrollo de bacilos Gram-
negativos al inicio del proceso es un factor que puede
tener una incidencia negativa en este aspecto, ya que las
principales bacterias lacticas que se desarrollan en la
fermentacion de vegetales muestran una tolerancia limi-
tada a la acidez tanto lactica como acética (McDonald et
al., 1990). Finalmente, las concentraciones de sal utiliza-
da no es conocido que ejerzan efecto apreciable sobre
dichos gérmenes; sin embargo, el efecto conjunto con el
resto de los factores negativos mencionados es posible
que tenga alguna influencia que contribuya a la ausencia
de las bacterias lacticas en el proceso fermentativo nor-
mal seguido actualmente para la conservacién de la va-
riedad Hojiblanca.

La inhibicién de estas bacterias tiene algunos incon-
venientes tales como la débil acidificacién del medio que
ocurre en estas condiciones y el aumento de la poblacién
de levaduras, algunas de las cuales se han relacionado
con alteraciones (Duran Quintana et al., 1979 y Garrido
Fernandez et al., 1979). Por ello, se plantea un importan-
te reto a la investigacién: el conseguir un proceso lactico
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con esta variedad, al igual que ya se ha desarrollado en
la Gordal (Duran Quintana et al., 1991). Con ello, se
podria conseguir el desarrollo de unos microorganismos
que se consideran que no tienen efectos negativos sobre
los principales atributos de calidad del producto, funda-
mentalmente la textura (Fernandez Diez et al., 1985), asi
COmMo que su crecimiento genera unas caracteristicas muy
adecuadas para la conservacion de los frutos.

Por lo que respecta a las levaduras, éstas han creci-
do en todos los casos desde el inicio de la colocacion en
salmuera. Su evolucién en los diferentes tratamientos se
ha recogido en las Figuras 4, 5y 6. En los supuestos en
que la concentracion inicial de sal es del 6% (Figura 4)
se observa un crecimiento acentuado de la poblacion
desde los primeros dias hasta llegar a un maximo entre
los 80-100 dias, a partir de los cuales permanece préacti-
camente constante durante el resto de la fermentacion.
Cuando se trabaja con un nivel del 3% (Figura 5), el
crecimiento se prolonga durante mas tiempo y el maximo
llega posteriormente, entre los 160-180 dias. Entonces,
se observa un decrecimiento que continla hasta el final
del proceso. Si los frutos tienen un estado de madurez
algo menos avanzado (verdes), los cambios que experi-
menta la poblacién (Figura 6) no se diferencian mucho
de los comentados en la figura 5, existiendo también al
final una marcada tendencia a descender.

En conjunto, se aprecia una influencia de la forma de
adicién de la sal y de la concentracion inicial, es decir,
los niveles de sal afectan al desarrollo de las levaduras,
haciendo que el crecimiento de estas disminuya ligera-
mente cuando la concentracion de aquella es mayor. Esta
accion puede observarse en las Figuras 4 y 5, en las que
las curvas de los fermentadores con un 0,5% de adicion
semanal, estan siempre por debajo de las que corres-
ponden al incremento del 2% para una misma concentra-
cién inicial, ya que las primeras mantiene sistematica-
mente un porcentaje de sal mas elevado en la salmuera.
Asimismo, en la Figura 6, la curva de la concentracién
del 3% crece mas rapidamente al principio manteniendo
una ligera tendencia a aumentar hasta, aproximadamen-
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Figura 4

Evolucién de la poblacion de levaduras en la fermentacion del fruto ver-
de-maduro con una concentracion inicial de NaCl del 6%.
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te, los 160 dias en que se alcanza su maximo, momento
en gque se inicia el descenso. En cambio, con el 6%, el
desarrollo se hace mas progresivamente y el maximo se
alcanza a los 60-80 dias, fechas a partir de las cuales
también se aprecia una suave pero constante disminu-
cion. El efecto del grado de madurez no ha sido aprecia-
ble.

3.3. Estudio taxonémico de levaduras

Por todo lo expuesto, las levaduras son los Unicos
microorganismos verdaderamente responsables de estas
fermentaciones, por lo que se ha procedido a la identifi-
cacién de las especies presentes, ya que sus propieda-
des y metabolismo influyen decisivamente sobre las ca-
racteristicas de los frutos conservados y del producto
final obtenido en el proceso de oxidacién.

En la Tabla I, se expone el numero total de cepas
aisladas, las especies correspondientes, asi como la fre-
cuencia de las mismas, sobre un total de 37 cultivos
puros. Se han identificado siete especies distintas, sien-
do las mas representativas: Pichia menbranaefaciens, en
primer lugar, que es la mas abundante (51,3%), seguida
de P. fermentans y Hansenula polymorpha, ambas con
un 16%. Las restantes tienen una escasa significacion.
En principio, no parece existir diferencias entre las espe-
cies mas abundantes, debidas a los niveles iniciales de
sal.

Las especies mas representativas en el proceso anae-
rébio de conservacién de aceitunas negras al natural en
salmuera, eran: Saccharomyces oleaginosus y Hansenu-
la anomala (Gonzalez Cancho et al., 1975); que, como
ya se ha comentado, daban lugar a la alteracion denomi-
nada “alambrado”. Con la introduccién del sistema aeré-
bico se ha evitado, pues, el desarrollo de éstos microor-
ganismos en este tipo de elaboracion, al igual que ocu-
rria con los frutos maduros sometidos también al proceso
con inyeccién de aire, en el que la flora encontrada esta-
ba constituida por Torulopsis Candida (19,5%) Debar-
yomyces hansenii (19%) Hansenula anomala (cuya inci-
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Figura 5
Evolucién de la poblacion de levaduras en la fermentacion del fruto
verde-maduro con una concentracion inicial de NaCl del 3%.
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Tabla 1l
Especies de levaduras aisladas, numero de cepas y
sus frecuencias en los diferentes tratamientos.

Especie N.2decepas N.de cepas aisladas Frecuencia
aisladas  segun la concentracion (%)
inicial de sal
3% 6%
Pichia mem-
branaefaciens 19 9 10 51,35
P. fermentans 6 3 3 16,21
P. etchellsii 1 1 0 2,70
P. media 1 1 0 2,70
Hansenula
polymorpha 6 4 2 16,21
H. dimennae 3 2 1 8,10
Scharomyces
oleacens 1 0 1 2,70
Total 37 20 17 99,97

dencia se habia reducido al 7,8%) y Candida didensii
(5,8%), entre las especies de metabolismo facultativo.
Pichia membranaefaciens (13,6%), Hansenula mrakii
(10,7%) y Candida boidinii (6,8%), fueron las mas desta-
cadas dentro de las de metabolismo oxidativo (Garcia et
al., 1985). También, tanto en el sistema anaerdbico como
en el aerdbico, se observaba el crecimiento de bacterias
lacticas de los géneros Leuconostocy Pediococcus cuan-
do se trataba de frutos maduros, asi como Lactobacillus
plantarum, cuando la concentracién de sal era inferior al
8% vy, precisamente con la variedad Hojiblanca (Garrido
et al., 1990).

Asi pues, la principal variacion en las especies aisla-
das con respecto a los demas procesos podria resumirse
en que frente al anaerdbio se ha favorecido el crecimien-
to de levaduras de tipo facultativo u oxidativo, evitando
las especies que dan lugar al “alambrado”. Ademas, pa-
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Evolucion de la poblacion de levaduras en la fermentacion del fruto
verde con concentraciones iniciales de NaCl del 6 y 3%
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rece que el grado de madurez ha sido también un factor
determinante en el crecimiento de bacterias lacticas. Con
el fruto maduro, éstas se desarrollan siempre que los
niveles de cloruro sédico no sean inhibidores (menos del
8%), mientras que con aceitunas verdes o en el envero,
a pesar de mantener unos porcentajes de sal favorables,
las bacterias lacticas han estado ausentes. Este compor-
tamiento diferente puede deberse a que en las primeras
los niveles de inhibidores sean inferiores, o, a que, debi-
do a su estado de madurez den lugar a una salmuera
mas rica en factores de crecimiento y en carbohidratos
que puedan ser utilizados por las bacterias lacticas.

4. CONCLUSIONES

— Las aceitunas verdes o en el envero de la variedad
Hojiblanca sufren un proceso fermentativo en medio ae-
rébico, tanto al 6% como al 3% de sal inicial, caracteriza-
do por el desarrollo de levaduras, cuyas especies mas
representativas son Pichia membranaefaciens, P. fermen-
tansy Hansenula polymorpha.

— En el transcurso del mismo, los valores de pH y
acidez se incrementan soélo ligeramente y los azlcares
reductores se eliminan muy lentamente, debido a la baja
permeabilidad de la piel de estos frutos, con lo que la
fermentacién se prolonga durante bastante tiempo.

— En cualquier caso, el proceso ha sido satisfactorio
para la conservacion de estas aceitunas en la etapa pre-
via a su elaboracién como tipo negras.
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