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RESUMEN

Bacterias del acido lactico en la fermentacién de
aceitunas de mesa.

El trabajo hace una revision de las caracteristicas del
desarrollo de las bacterias acido lacticas (BAL) en la elaboracién de
los tres tipos de aceitunas de mesa mas importantes en el
comercio internacional. El Gnico proceso espontaneo tipicamente
léctico es el de las verdes estilo espafiol. La presencia de las BAL
en la etapa de conservacion de las aceitunas tipo negras y en la
fermentacion de las negras naturales depende de diversos factores
tales como variedad, concentracién de cloruro sédico, correccion
inicial del pH, etc. El conocimiento de las condiciones en las que se
produce el crecimiento natural puede permitir un mejor control
microbiolégico y la utilizacién eficaz de cultivos iniciadores en
dichas fermentaciones.

PALABRAS-CLAVE: Aceituna de mesa — Bacterias del dcido
ldctico — Fermentacion — Revision (articulo).

SUMMARY
Lactic acid bacteria in table olive fermentations.

The paper reviews the characteristics for the lactic acid bacteria
(LAB) growth in the three main table olive types in the international
trade. The only typical spontaneous lactic process is that followed in
the Spanish-style green olives. The growth of LAB throughout
storage in brine of ripe olives and fermentation of naturally ripe
(black) olives depends on various factors such as olive cultivars,
sodium chloride concentration, initial pH correction, etc. The
knowledge of the spontaneous growth conditions is essential for a
better microbiological control and the efficient use of starter cultures
in these fermentations.

KEY-WORDS: Fermentation — Lactic acid bacteria — Review
(paper) — Table olive.

1. INTRODUCCION

Las aceitunas de mesa constituyen, sin lugar a
dudas, el producto vegetal fermentado méas importan-
te del mundo occidental, alcanzandose, al iniciarse Ia
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década de los 90, una produccién anual superior a
1.000.000 toneladas (Anénimo, 1994). La prevision del
Consejo Oleicola Internacional indica una tendencia
suave (alrededor de un 2% anual) de crecimiento para
un futuro préximo, tanto en la elaboracién como en el
consumo. En estos momentos, la Unién Europea (UE)
es el principal fabricante, con unas cifras que repre-
sentan entre el 40 y 50% del total. Dentro de ella, des-
taca la contribucién espafola, estimada en torno a las
250.000 toneladas por campafa. Las presentaciones
de mayor aceptacion son las derivadas de las aceitu-
nas verdes estilo sevillano o espafiol, que han mostra-
do una evolucién al alza durante los Ultimos decenios.
Las aceitunas tipo negras, que habian sido caracteris-
ticas de USA desde principios de siglo, se han exten-
dido a otros paises, principalmente Espafia, y han
experimentado una clara expansién en el mismo peri-
odo. Por el contrario, la preparacién de las aceitunas
negras naturales, que fueron las mas importantes
hasta los afios setenta, ha ido lentamente descen-
diendo, incluso en los paises en los que constituian
una arraigada tradicion.

En estos momentos, el Sector, a pesar de gozar
aparentemente de una sélida posicion dentro del con-
junto de la industria agro-alimentaria mundial, atravie-
sa un periodo de cierta crisis. Esta se aprecia de
manera clara en la estabilizacién, o incluso disminu-
cién, de las producciones. A escala de la UE, los pro-
blemas mas acuciantes parecen ser derivados de la
politica agraria de ésta y a fenémenos coyunturales;
pero, no hay que olvidar que los aspectos cientificos y
tecnoldgicos pueden jugar también un papel importan-
te para mejorar la situacién. Por ejemplo, una campa-
fia basada en el valor nutricional de la aceituna de
mesa, y en su pertenencia desde la mas remota anti-
gledad a la saludable dieta mediterranea, es posible
que tuviera una repercusion muy favorable en el
aumento de su consumo, tanto en los paises produc-
tores como en aquellos sélo importadores.

Asimismo, conviene recordar que la fermentacion
de la practica totalidad de las aceitunas de mesa
transcurre en estos momentos aun de forma esponta-
nea y que el seguimiento del proceso se hace princi-
palmente baséndose en andlisis fisicoquimicos. El
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control microbioldgico es, por tanto, muy escaso. Es
mas, la propia tecnologia actual hace muy dificil esa
operacidn. Los utensilios, interiores de los fermenta-
dores, la abertura superior de los mismos, etc., permi-
ten un importante e incontrolado aporte microbiano
desde el ambiente exterior. Sin embargo, es evidente
que esta situaciéon es desfavorable para la consecu-
cién de calidades homogéneas y homologables. En
opinién de los autores, es necesario realizar un esfuer-
zo por parte de los industriales y de los investigadores
para poder llegar a un mayor dominio sobre estos
aspectos. Un primer paso ineludible para dirigir estas
fermentaciones, es conocer con detalle el papel de las
bacterias acido lacticas en las diferentes preparacio-
nes. A partir de ello, se podra favorecer su crecimien-
to con la utilizacién de cultivos iniciadores y disefar las
modificaciones mas apropiadas de las condiciones de
trabajo y de los fermentadores del futuro.

2. PRINCIPALES FORMAS DE PREPARACION
DE ACEITUNAS DE MESA

Bajo el nombre genérico de aceitunas de mesa se
engloba una gran diversidad de productos comercia-
les. Con objeto de sistematizar sus denominaciones,
estas incluyen una serie de términos que permiten la
correcta e inequivoca identificacion de cada una de
ellas. El mas amplio corresponde a los llamados tipos.
La Norma cualitativa unificada aplicable a las ACEITU-
NAS de MESA en el comercio internacional (COI, 1981)
contempla tres: verdes, color cambiante y negras,
atendiendo al estado de madurez de la materia prima.
Sin embargo, la Reglamentacion técnico sanitaria para
la elaboracion, circulacion, y venta de aceitunas de
mesa espanola (Presidencia del Gobierno, 1983),
afade uno mas a los anteriores, el tipo negras, basa-
do en la forma peculiar de conseguir el color marrén a
negro de este producto final (los frutos se recogen ver-
des o de color cambiante y la tonalidad oscura se
obtiene por oxidacién). En cualquier caso, los tres
tipos mas importantes son: aceitunas verdes, negras
naturales y tipo negras (consideradas dentro de las de
color cambiante por el COI).

Otra caracteristica a tener en cuenta es la manera
de eliminar el principio amargo de los frutos, o dismi-
nuir su contenido, de forma que sean aptos para el
consumo humano. Existen principalmente dos siste-
mas: mediante tratamiento alcalino, con lo que en la
definicién debe incluirse el término «tratado» o «ade-
rezado»; o simplemente por dilucion en la salmuera o
liquido en el que se sumergen los frutos, en cuyo caso
se llaman «al natural». En el ultimo caso lo mas fre-
cuente es que no se haga mencién alguna a este
aspecto. Otros calificativos se refieren al medio de
conservacion (salmuera, en seco, etc.) o a la forma de
presentacion (enteras, rodajas, etc.), que, en general,
afectan a la aceituna ya fermentada. Combinando las
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dos primeras variables, se obtienen las tres elabora-
ciones de mayor aceptacion. Son las siguientes:

a) Aceitunas verdes aderezadas en salmuera
(AV), estilo sevillano o espafiol

Son las preparadas a partir de frutos que han
alcanzado su pleno desarrollo, aunque conservan
todavia el color verde. Se endulzan mediante un trata-
miento con una solucién de hidréxido sédico y, des-
pués de una etapa de lavado con agua o con agua aci-
dulada, se introducen en una salmuera del 10-12%
(peso/volumen, en adelante), de NaCl. En ella experi-
mentan el posterior proceso fermentativo.

b) Aceitunas negras por oxidacién o tipo
negras (TP)

El momento de la recoleccion es diverso: totalmen-
te verdes o cuando presentan una cierta tonalidad
rojiza o purpura en la piel. De hecho, las estadisticas
del Consejo Oleicola Internacional, las incluyen en las
de color cambiante. Una vez lavadas y clasificadas (en
algunos paises productores) se colocan en salmuera o
cualquier otra solucién, en la que tiene lugar el desa-
rrollo de microorganismos, en espera de la etapa de
ennegrecimiento.

c) Aceitunas negras naturales (ANN)

Se recogen cuando los frutos han alcanzado su
total madurez y la pulpa presenta una tonalidad pur-
pura o marrén oscura en la mayoria de ellos. Las acei-
tunas pueden someterse, al recibirse del campo, a un
calibrado opcional. A continuacién, se lavan y se colo-
can en salmuera de concentracién variable, segun las
costumbres de los diversos paises. En ella permane-
cen hasta que han perdido la mayor parte de sabor
amargo y experimentan la correspondiente fermenta-
cioén.

3. FACTORES CONDICIONANTES PARA
EL DESARROLLO DE BACTERIAS ACIDO
LACTICAS (BAL) EN LA FERMENTACION
DE ACEITUNAS

El crecimiento de BAL en la fermentacion de acei-
tunas depende de muy diversos factores. Sin embar-
go, la forma de reducir su intenso sabor amargo, debi-
do a las propiedades de la oleuropeina y otros
polifenoles que forman parte de su composicion, es
fundamental. Los frutos tratados con una solucién de
hidréxido sédico («lejia»), muestran siempre una dis-
posicion muy favorable. En cambio, los endulzados
mediante dilucién, o cuando la lejia no penetra ade-
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cuadamente, suelen presentar dificultades mas o
menos importantes e, incluso, en numerosas ocasio-
nes, inhiben completamente el desarrollo de las BAL.
Asi, pues, el factor mas determinante es la presencia
de polifenoles; otros condicionantes son la concentra-
cién de sal, variedad, temperatura, azucares disponi-
bles, etc. Se comentaran por separado a continuacion.

A) Efecto de los polifenoles

Etchells et al. (1966) encontraron que las aceitunas
de la variedad Manzanilla no experimentaban una fer-
mentacion lactica cuando se colocaban directamente
en salmuera, incluso afadiéndoles un cultivo puro de
Lactobacillus plantarum. En cambio, cuando se some-
tian a una solucién de hidréxido sédico o a un trata-
miento previo con calor (74°C durante 3 minutos) las
BAL crecian de forma vigorosa. Este diferente com-
portamiento lo atribuyeron a la existencia en el fruto de
un compuesto inhibidor de las BAL, que se destruia al
aplicar los procesos anteriores. También Juven et al.
(1968 a) informaron de una mejora de la fermentacion
lactica después de sumergir las aceitunas en lejia
caliente durante un tiempo corto. Igualmente, imputa-
ron este fenémeno a la destruccién del mencionado
inhibidor, que parecia localizarse en las zonas préxi-
mas a la piel (Samish et al. 1968). Las primeras evi-
dencias de la existencia de esas sustancias la aporta-
ron Fleming y Etchells (1967) y Fleming et al. (1969).
En investigaciones posteriores, dichos autores encon-
traron que el principio amargo, oleuropeina, no era,
precisamente, el compuesto mas activo en este
aspecto, en contra de lo que habia sugerido Juven et
al. (1968 b). Para aquellos resulté evidente que los
derivados de la hidrdlisis de la oleuropeina, la agluco-
na y el acido elendlico, presentaban una mayor activi-
dad frente a las BAL (Fleming et al., 1973; Walter et
al., 1973). Estas conclusiones contrastan con otros
resultados que han demostrado que la oleuropeina al
0,4% (p/v), concentracién a la que aproximadamente
se encuentra en las salmueras, tiene un efecto bacte-
ricida inmediato en un medio de cultivo sintético fren-
te a Lb. plantarum. Dicha actividad desaparece si se
procede a una alcalinizacién con NaOH y persiste atn
después de calentar (Ruiz Barba, 1991; Ruiz Barba et
al. 1990 y 1991). Diversos compuestos derivados de la
oleuropeina u otros fenoles presentan asimismo efec-
to inhibidor, habiendo sido el hidroxitirosol el que lo ha
mostrado de forma mas destacada. Las mezclas bina-
rias de todos ellos indicaron respuestas asimismo adi-
tivas (Ruiz Barba et al., 1993).

Finalmente, un trabajo realizado por Rézes y Peres
(1996) ha encontrado que la oleuropeina no es por si
misma inhibidora de Lb. plantarum. En cambio, cuan-
do se forma la aglucona, por la accién de la B-glucosi-
dasa, se produce una rapida disminucién de las célu-
las viables, que depende de la concentraciéon de la
aglucona y es especialmente importante en presencia
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de bajas concentraciones de azlcares, lo cual esta
también de acuerdo con lo encontrado por Garrido y
Vaughn (1978). Sin embargo, la oleuropeina tuvo una
accién bactericida muy acusada, que disminuy6 a
medida que la concentracién de glucosa aumentaba,
en presencia de sal (6%).

El mecanismo de actuaciéon de los polifenoles
sobre las BAL ha sido estudiado en detalle por Juven
et al. (1972) y Ruiz Barba et al. (1990). El primero
encontr6 que dichas sustancias se adherian a la pared
y provocaban la salida de una serie de compuestos del
interior de las células hacia el liquido en el que esta-
ban suspendidas. Este hecho se materializaba princi-
palmente en la pérdida de iones K+. El segundo de los
autores ha descrito dos tipos de mecanismos. Uno de
ellos consiste basicamente en la adsorcién de los
fenoles sobre las paredes celulares, cosa que se
observa perfectamente al microscopio gracias a la
fluorescencia de los mismos. Las células afectadas
presentan una superficie irregular, con numerosos
salientes o granulos de diferentes tamafios y exhiben
en su conjunto un aspecto rugoso. Estos sintomas se
incrementan a medida que transcurre el periodo de
incubacion, desapareciendo casi completamente la
pared celular al cabo de los 3-11 dias. El segundo
fendmeno encontrado fue la presencia de mesosomas
en la mayoria de las células tratadas, que pierden su
forma tipica al cabo de unos 11 dias y adquieren un
aspecto esférico, parecido al de los protoplastos, con
rotura, incluso, de muchas de ellas. Dichos autores
explican este fendmeno, por la masiva unién de los
fenoles a los grupos ~CO y —NH libres de los pectido-
glucanos de la pared celular. Ello causa la inestabili-
dad de la pared, especialmente en el «septum» de
divisiéon donde los radicales libres son mas abundan-
tes. Un efecto combinado de ambos, causa la muerte
de la bacteria. Rozes y Peres (1996) parecen haber
encontrado también otro efecto: la inhibicion del meca-
nismo de descarboxilacion del &cido malico a causa
de la aglucona de la oleuropeina. Dicha accién se
puede deber a interferencias causadas en el sistema
de transporte del acido malico, como resultado de la
combinacion de los fenoles con proteinas de la mem-
brana, tal como se ha comentado antes.

Esta facilidad de reaccién de los fenoles con prote-
inas puede ser la causa de las aparentes discrepan-
cias entre los resultados de diversos experimentos
descritos en la bibliografia. En algunos de ellos, las
proteinas procedentes de los medios han podido inter-
ferir de una u otra forma con los cultivos afiadidos y fal-
sear los resultados.

No obstante, a pesar de ese caracter inhibidor
hacia las BAL, se ha informado de la existencia de
cepas de Lb. plantarum que poseen la capacidad de
hidrolizar «in vitro» la oleuropeina e, incluso, su aglu-
cona (Ciafardini et al., 1994). EI mecanismo mediante
el cual esto ocurre ha sido estudiado por Marsilio et al.
(1996). Basados en estudios cinéticos, se ha apunta-
do la hipétesis de que dicha cepa hidrolice, en primer
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lugar, la oleuropeina, a través de la accién de una p-
glucosidasa, lo que produce la aglucona correspon-
diente (que es un producto intermedio claramente
observable). En un segundo paso, la aglucona se
hidroliza mediante una esterasa, lo que da lugar al
2(3-3-dihidroxifenil) etanol, que ha podido ser igual-
mente identificado y cuantificado y, posiblemente, a
acido elendlico, que no ha sido encontrado. Sin embar-
go, esta capacidad de hidrélisis no significa que no
exista paralelamente un efecto de inhibicién debido a
los productos resultantes, que pueden aumentar a
medida que la reaccién progresa. Aparentemente, un
efecto de estas caracteristicas ha sido encontrado por
Rozes y Peres (1996), tal como ya se ha apuntado.

B) Concentracion de sal y pH

Son factores determinantes para el crecimiento de
BAL, aunque, afortunadamente en este caso, contro-
lables. Es un hecho incuestionable que concentracio-
nes de NaCl superiores al 8% en las fermentaciones
de aceitunas son practicamente inhibidoras de las
BAL. Balatsouras (1985) hizo una amplia seleccién de
BAL procedentes de salmueras de todo tipo. De la dis-
tribucién de los cultivos provenientes de AV con res-
pecto a la tolerancia en sal (figura 1) se puede deducir
que con una concentracion de NaCl del 6% se produ-
ce ya una inhibicion del 33,3% de las cepas; cuando la
concentracion se eleva al 7%, el efecto alcanza el
50%; al 8% s6lo sobreviven alrededor del 10%; y a
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partir del 9% ninguna. Por tanto, este parece ser el
limite superior para el crecimiento de las BAL en acei-
tunas de dicho tipo. Los lactobacilos procedentes de
ANN mostraron una tolerancia algo superior. Teniendo
en cuenta que en otros productos, como por ejemplo
pepinillos, se han descrito cepas mas resistentes de
estas bacterias, parece probable que, en el caso de
las aceitunas, la presencia de oleuropeina y otros
fenoles puede dar lugar a una cierta sinergia con la sal
y contribuir a disminuir la resistencia de las mismas
con respecto a ésta solamente, tal como han encon-
trado Rozes y Peres (1996).

Bobillo y Marshall (1991) informaron, asimismo, que
la presencia de sal disminuia la densidad de células,
retardaba el consumo de glucosa y citrato y, finalmente,
reducia la relacién acetato/lactato producidos. Sin
embargo, el efecto era diferente y dependia de la dis-
ponibilidad de oxigeno. En medio aerdbico, el principal
metabolito producido por Lb. plantarumera acetato,
mientras que en medio anaerobio era lactato. En el
transcurso de una incubacién prolongada en condicio-
nes aerobias se observd la produccion de acetato a
expensas del lactato formado durante las etapas pre-
vias y esta acumulacién de acetato coincidia con una
disminucién de la concentracion de citrato en anaero-
biosis. La presencia de sal no sélo disminuyd la conver-
sién de lactato en acetato sino que alter6 el mecanismo
metabdlico de utilizacion del citrato y facilito la utiliza-
cién de una ruta alternativa, independiente del oxigeno,
para la utilizacién del lactato, la cual daba, aparente-
mente, productos finales diferentes al acetato.

CJAc. verdes [C]Ac. negras naturales (60%)

100

80
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% cepas

40

20

5 6

8 9 10 11
Conc. de sal (g NaCl/100 ml)

Figura 1

Tolerancia a la sal de cepas de Lactobacillus plantarum aisladas de salmueras de fer-
mentacion de aceitunas verdes estilo sevillano y negras naturales (60% de las muestras).
Tomado de Balatsouras et al. (1985)
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El efecto combinado del pH y sal también es apre-
ciable en condiciones limites de glucosa (Bobillo y
Marshall, 1992). Asi, en medio aerébico y en cultivo
continuo, Lb. plantarum alteré sus rutas metabdlicas
como respuesta a los cambios en el pH del medio. A
medida que descendi6 el pH del medio disminuy6 la
proporcién de acetato y L-lactato producidos, mientras
que aumenté la cantidad de D-lactato. En estas condi-
ciones, la formacién de acetato y lactato continué
hasta niveles del 6% de NaCl, pero, en presencia de
sal, ya no se produjo acetato a valores de pH inferio-
res a 4,5. Todas estas influencias pueden ser de una
gran trascendencia en cuanto a las cantidades finales
de productos formados vy, por tanto, para las caracte-
risticas organolépticas finales obtenidas y la conser-
vacion del producto.

Tolerancias diversas al contenido de sal pueden
estar relacionadas con caracteristicas especificas de
determinadas cepas de Lb. plantarum. Asi, la cepa H4
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(no productora de bacteriocina) resulté ser mas tole-
rante a la sal (8%) que otra productora de ella,
LPCO10, que s6lo soporté el 6% posiblemente como
una respuesta de la primera para su supervivencia
frente a la segunda (Montafio et al., 1993).

Con respecto a la tolerancia al pH, Balatsouras
(1985) encontré que la mayoria de las cepas de Lb.
plantarum crecian bien entre valores de pH compren-
didos entre 3,25 y 8,00. Ninguna de ellas sobrevivia
por encima de 8,50 y eran también muy pocas las que
soportaban un pH muy é&cido. El limite superior de aci-
dez l4ctica soportada por los lactobacilos aislados de
fermentaciones de aceitunas parece ser el 2%, de
acuerdo con el mismo autor (figura 2). Curiosamente,
las cepas mas resistentes a la acidez provinieron de
los cultivos aislados de ANN, aunque las procedentes
de AV presentaban, en general, tolerancias también
muy elevadas (entre el 1,3y 1,9% de acidez).

[CJAc. verdes CAc.negras naturales (60%ﬂ

40

% de cepas

1,1 1,2 131415 16 1718 1,9 2
Acidez producida (g lactico/100 ml)

Figura 2

Produccién de acidez de cepas de Lactobacillus plantarum aisladas de sal-
mueras de fermentacion de aceitunas verdes estilo sevillano y negras naturales
(60% de las muestras). Tomado de Balatsouras et al. (1985)

El mecanismo de resistencia de algunas bacterias
lacticas al pH ha sido estudiado por McDonald et al.
(1990). Los limites de pH en el interior de las células
para Leuconostoc mesenteroides y Lb. plantarum
oscilaron entre 5,4 a 5,7 y 4,6 a 4,8, respectivamente,
aunque a valores inferiores a 4,0 el crecimiento ya era
dificil. El pH del interior descendia a medida que el del
exterior también lo hacia, siguiendo comportamientos
diferentes segun la BAL y el &cido utilizado. Ln.
mesenteroides no fue capaz de mantener el gradiente
de pH en presencia de acético ni de lactico.
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Por el contrario, Lb plantarum mantuvo el gradien-
te de pH a pesar del bajo pH exterior, producido por
altas concentraciones de cualquiera de los &cidos.
Esto parece explicar, la desaparicidon de Ln. mesente-
roides una vez transcurridas las primeras fases de la
fermentacion de las AV, cuando el pH comienza a des-
cender, asi como la capacidad de Lb. plantarum para
llevar a cabo la fase fundamental de la mayoria de las
fermentaciones de vegetales y permanecer en las sal-
mueras hasta la completa utilizacion de las sustancias
fermentables.
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La tolerancia de las BAL al pH y a la acidez se
aprovecha en las diferentes preparaciones de aceitu-
nas para limitar el desarrollo de bacterias Gram-nega-
tivas y otros microorganismos productores de altera-
ciones durante las primeras fases de dichos procesos.
La disminucién del pH se suele realizar, en el caso de
las verdes, mediante el paso de anhidrido carbénico o
la adicién a la salmuera inicial de un acido fuerte, habi-
tualmente clorhidrico. En los demas tipos, el acético es
mas adecuado, empleandose en concentraciones de
alrededor del 0,2% para conseguir bajar el pH inicial a
valores de 4,3-4,2.

C) Disponibilidad de azticares fermentables

La concentracién de azicares fermentables difiere
entre variedades y disminuye a medida que avanza la
maduracioén (Fernandez Diez et al., 1985; Garrido Fer-
nandez et al., 1997). Asimismo, la cantidad de dichos
compuestos en las salmueras depende de los trata-
mientos a los que se someten los frutos en cada ela-
boracién. En el caso de las AV, las soluciones alcalinas
y los lavados eliminan una proporcién considerable de
los mismos; pero el aumento de permeabilidad que
ello provoca en la piel y en la pulpa hace que el nivel
de materia fermentable (y otros nutrientes) disponible
desde un principio sea relativamente alto (0,5-2,0%), a
no ser que el numero de lavados o sus duraciones
hayan sido excesivos. A causa de estas ultimas cir-
cunstancias, era relativamente frecuente en la indus-
tria californiana la necesidad de incorporar azucares a
las salmueras iniciales (Vaughn et al., 1943). En Espa-
fia, las cantidades perdidas pueden cuantificarse entre
el 1y 2%, dependiendo de las variedades y condicio-
nes de los tratamientos (Fernandez Diez et al., 1985);
pero, aun asi, no se requiere normalmente afadirlos.
(Balatsouras (1964) ha encontrado, igualmente, que la
variedad griega Conservolia es deficiente en dichas
sustancias, lo que ha creado problemas a los elabora-
dores de este pais para su preparacion como AV. Sin
embargo, este mismo autor ha demostrado que, si a
las salmueras se les afiade azlcares y se emplea un
cultivo iniciador, se consigue una fermentacion lactica
completa y se alcanzan unas caracteristicas finales
normales (Balatsouras et al., 1983).

El contenido de azucares reductores en las varie-
dades italianas es, igualmente, diverso; las concentra-
ciones de los mismos en Nocellara etnea y San Agos-
tino fueron sélo del 1,48 y 2,23%, respectivamente. La
preparacion en verdes, las deja sin materia fermenta-
ble suficiente para que se alcancen valores correctos
de pH y acidez. Sciancalepore (1984) confirmd, no
obstante, que con la mencionada adicién de glucosa o
sacarosa se resolvian todas las dificultades.

En las TN (y de color cambiante) y ANN el conteni-
do de azucares disminuye con la madurez y su difu-
sién a la salmuera es lenta, debido al mantenimiento
de la estructura de la pulpa y de la piel, aunque el
intercambio osmético se facilita a medida que el fruto
madura.
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D) Disponibilidad de aminoacidos y vitaminas

El contenido de proteinas en las aceitunas es rela-
tivamente bajo, alcanzando tan sélo una proporcién
del 1-2%. Sin embargo, se ha demostrado que su cali-
dad es excelente y que incluyen la totalidad de los
aminoacidos esenciales para el hombre (Fernandez
Diez et al., 1985). Esto viene, ademas, avalado por el
hecho de que, en las fermentaciones de aceitunas, la
presencia de BAL, una vez eliminados los inhibidores,
es muy facil y de todos es sabido que dichas BAL se
caracterizan, precisamente, por sus exigencias nutriti-
vas. Esto queda muy claro en las AV, en las que el cre-
cimiento de dichos microorganismos se observa prac-
ticamente desde la incorporacién de la salmuera. En
las TP y ANN, colocadas directamente en salmuera, la
lentitud de los intercambios osméticos entre el fruto y
la solucién que las rodea hace que las disponibilida-
des deban ser bastante mas reducidas, sobre todo en
los comienzos. Precisamente, esta circunstancia
puede ser una de las causas que contribuyan a difi-
cultar la implantacién de las BAL en dichas fermenta-
ciones.

En cualquier caso, después del proceso, y una vez
gue se sustituye la salmuera de fermentacion, la con-
centracion de compuestos proteicos es aun menor.
Casaroli et al. (1980) encontraron que cuando las
aceitunas de la variedad italiana Coratina ya fermen-
tadas se mantenian durante 30 dias en una salmuera
del 10% y a continuacién se envasaban con salmuera
nueva, no se alteraban después de un periodo de seis
meses. Ello ocurria, incluso a un pH de 7,4 y sélo con
el 4% de NaCl y a pesar de inocularlas con Clostridium
botulinum y Staphylococcus aureus. Las cantidades
de aminoacidos que contenian dichos frutos eran muy
bajas, 0,1-0,5 mg/100 g, lo que, al parecer, era la
causa de esa estabilidad.

Ruiz Barba y Jiménez Diaz (1995) estudiaron la
presencia de las vitaminas esenciales del grupo B en
las salmueras de las aceitunas verdes. De sus resulta-
dos puede concluirse que los acidos nicotinico y pan-
toténico, asi como biotina y vitamina Bg se encuentran
en dichas soluciones desde el principio del proceso.
Las concentraciones encontradas fueron muy superio-
res a las requeridas por Lb. plantarum para su creci-
miento 6ptimo. Asimismo, se descubrié que varias de
las levaduras habitualmente presentes en dichas fer-
mentaciones excretaban cantidades importantes de
estos compuestos. En concreto: Pichia membranaefa-
ciens producia todas las vitaminas anteriormente
mencionadas; Pichia farinosa, Lodderomyces elongis-
porus y Candida parasilopsis, formaban los &acidos
nicotinico y pantoténico; Candida diddensii, los acidos
anteriores y la vitamina Bg; Saccharomyces cerevisiae,
vitamina Bg; y Pichia salictaria, biotina y acido pantoté-
nico. Todo ello indica que, aun cuando no parecen
absolutamente imprescindibles, las levaduras que
siempre acompafan a las bacterias lacticas en las fer-
mentaciones de estos productos o, al menos, algunas
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de ellas, pueden jugar un papel considerable a la hora
de favorecer el desarrolio de Lb. plantarum en las AV.

La disponibilidad de vitaminas cuando los frutos se
colocan directamente en salmuera ha de ser induda-
blemente mas baja, por los ya comentados problemas
de difusién. En estos casos, puede, por tanto, ser
incluso mas trascendental la presencia de las levadu-
ras, ya que la dependencia de las BAL con respecto a
las vitaminas producidas por las mismas puede ser
decisiva.

De cualquier forma, también se ha encontrado que
existe una gran capacidad de adaptacion de las BAL a
las condiciones del medio, con objeto de lograr su
supervivencia. Asi, se ha encontrado que hay cepas
de Lb. plantarum aisladas de salmueras de aceitunas
verdes que no requieren vitamina Bg, y los acidos nico-
tinico y p-aminobenzoico para su crecimiento normal
(Ruiz Barba y Jiménez Diaz, 1994). Estas caracteristi-
cas pueden ser las responsables del mayor vigor con
que las cepas salvajes de BAL colonizan muchas de
estas salmueras y son capaces de sobrevivir durante
periodos de tiempo mas prolongados que aquellas
provenientes de cultivos iniciadores. Posiblemente
éstas, aclimatadas a un medio mas favorable, no han
desarrollado esas capacidades en la misma extension
y tienen mayores dificultades. Algunos fabricantes de
inéculos han asumido dicha hipétesis e incorporan un
complemento nutritivo (elementos minerales, aminoa-
cidos, vitaminas, etc.) a los mismos, con el fin de ase-
gurarse que la probable deficiencia de nutrientes en
sentido amplio no represente ningun inconveniente
para la implantacién y multiplicacién del microorganis-
mo (Roig y Hernandez, 1991).

3. CARACTERISTICAS DEL DESARROLLO
DE LAS BACTERIAS LACTICAS
EN LAS PRINCIPALES ELABORACIONES

3.1. Aceitunas verdes

Han sido las Unicas que tradicionalmente han
seguido una tipica fermentacion lactica. Las especia-
les caracteristicas climatolégicas de los alrededores
de Sevilla y de las variedades que se dan en dicha
zona fueron factores determinante para el desarrolio
de este proceso. Por sus exquisitas cualidades orga-
nolépticas han llegado a alcanzar un reconocido pres-
tigio internacional, hasta el punto de denominarselos
mundialmente como estilo sevillano o espanol.

La fermentacion en los clasicos «bocoyes» de
madera perdurd hasta los afios setenta. A partir de
entonces, el empleo de los depdsitos de fibra de vidrio
y poliéster, con capacidades para unos 10.000 kg de
frutos (la fermentacién en grandes masas), fueron
implantandose paulatinamente e hicieron posible la
universalizacién de esta forma de preparacion (Borbo-
lla 'y Alcala et al., 1969). De cualquier manera, la ela-

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

303

boracién, basicamente, sigue siendo la misma, incluso
desde el punto de vista microbioldgico, y las BAL con-
tindan jugando un papel esencial en ella.

El proceso fermentativo espontaneo es bastante
complejo. Se reconocen actualmente en él cuatro
fases. La primera, con una duracién entre 5y 15 dias,
se distingue por el crecimiento de bacterias Gram-
negativas y cocos lacticos. La actividad de todos estos
gérmenes hace descender el pH con cierta rapidez en
este periodo. La segunda, entre 10 y 15 dias, se inicia
cuando aparecen los primeros lactobacilos, cuya
poblacién va progresivamente creciendo a medida que
pasa el tiempo. Termina con la desaparicién de las
bacterias Gram-negativas. En el transcurso de la ter-
cera fase, la poblacion de lactobacilos es absoluta-
mente dominante. Durante ella ocurren las transforma-
ciones fisico-quimicas y organolépticas méas acusadas
y el producto adquiere sus cualidades distintivas tipi-
cas. Finaliza cuando se han consumido los azucares
fermentables. La cuarta fase abarca todo el periodo de
conservacion de los frutos fermentados. En el curso de
la misma, se produce un aumento de la acidez volatil
y una cierta elevacion del pH. Si las modificaciones
son ligeras, su influencia en la estabilidad de las acei-
tunas no es apreciable. En cambio, si el ascenso del
pH es superior a 0,4 unidades, puede propiciarse la
aparicién de algunas alteraciones indeseables, princi-
palmente la «zapateria». Por tanto, esta cuarta fase,
debida al crecimiento de especies de Propionibacte-
rium, no es deseable y debe evitarse, lo que se consi-
gue mediante la adecuada subida de la concentracion
de sal. Una descripcién mas completa de los diferen-
tes aspectos de esta fermentacion se puede encontrar
en Gonzalez Cancho (1963), Borbolla y Alcald y Reja-
no Navarro (1979), Vaughn (1982), Fernandez Diez et
al. (1985) y Garrido Fernandez et al. (1997).

En general, la produccién de acido en este proce-
so se debe a los diferentes gérmenes &cido lacticos.
Las especies de cocos encontradas, principalmente
en el transcurso de la primera y segunda fase, son:
Streptococcus (Lactococcus) lactis y Pediococcus uri-
nae-equi, de metabolismo homofermentativo y Leuco-
nostoc paramesenteriodes, heterofermentativo. Este
ultimo es el que ha presentado siempre un intervalo de
permanencia mayor (Gonzalez Cancho y Duran Quin-
tana, 1981). Dadas sus caracteristicas, la contribucion
de los mismos a la acidez final debe ser limitada.

Por otra parte, en estas fermentaciones se han
descrito diferentes especies de lactobacilos. Vaughn
(1943, 1982) encontrd Lb. plantarum en la mayoria de
los casos, asi como Lactobacillus brevis. Este sélo se
daba en salmueras de aceitunas de la variedad Gor-
dal, en la cual se utilizaban concentraciones iniciales
de sal relativamente bajas. Gonzalez Cancho (1963)
ha sefalado la presencia de Lb. plantarum y Lactoba-
cillus delbrueckii, aunque este Ultimo en una propor-
cién mucho mas baja. Rodriguez Quifiones et al.
(1983) identificaron las siguientes especies (ademas
de Lb. plantarum que era el predominante): Lactobaci-
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llus casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
cellobiosus, Lactobacillus coryniformis'y Lb. brevis, en
orden decreciente de importancia. Asimismo, Van den
Berg et al. (1993) han identificado Lactobacillus para-
caseien aceitunas verdes portuguesas, aunque sin
dar detalles de las condiciones de fermentacion. Ballo-
ni etal. (1973), en una revisién de salmueras de acei-
tunas verdes de las variedades italianas Ascolana,
Nocellara, Oftobrarica y Cerignola, encontraron Lb.
plantarum (en todas ellas), Lb. brevis (en tres de ellas,
con frecuencias de 10-50%), Lb. fermentum (en dos,
10-30%), Lb casei var. rhamnosus (una, 10%) y Lb
casei var. alactosus (una, 10%). Por todo ello, se
puede concluir que la especie caracteristica de este
tipo de fermentacion es Lb. plantarum, haciendo notar
que una proporcion importante de las cepas de lacto-
bacilos encuadrados dentro de esa especie habrian
sido identificadas en la actualidad como Lactobacillus
pentosus.

Mientras los frutos estan en salmuera es también
normal la presencia de una poblacién moderada de
levaduras, que ha sido estudiada por Gonzalez Can-
cho en diversas ocasiones (1960, 1963 y 1965). El
desarrollo de las mismas, como ya se ha comentado
antes, puede tener un efecto de sinergia para el creci-
miento de los lactobacilos y no se considera contra-
producente, a no ser que lleguen a predominar clara-
mente sobre las BAL.

La poblacion del BAL puede verse afectada, ade-
mas de por los factores condicionantes de tipo gene-
ral expuestos anteriormente, por otros mas especifi-
cos del proceso de preparacion de las AV. Entre ellos
pueden mencionarse:

A) Modificaciones en los tratamientos
alcalinos y lavados

En los Ultimos afos, estas operaciones estan
sufriendo una serie de cambios con el objeto de dis-
minuir la contaminacién y el volumen de vertidos
generados. En este sentido, es cada vez mas frecuen-
te la re-utilizacion de las lejias de «cocido» y la reduc-
cién del nimero de lavados (Fernandez Diez et al.
1985; Garrido Fernandez et al., 1977). Ello trae consi-
go que las salmueras retengan habitualmente una
«lejia residual», o acidez combinada, algo mas alta de
lo que era tradicional. Es, entonces, normal que la acti-
vidad de los lactobacilos se pueda prolongar durante
periodos mas amplios y se produzcan niveles eleva-
dos de acidez, aunque con valores de pH algo supe-
riores. Este efecto puede acentuarse cuando se traba-
ja con concentraciones altas de NaOH en las lejias, se
disminuye de forma sensible el nimero de lavados o
se acorta la duracién de los mismos. Esto ultimo
aumenta la cantidad de materia fermentable disponi-
ble, la formacion de la acidez correspondiente y, por
supuesto, la acidez combinada.
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Sin embargo, este exceso de «lejia residual»,
puede dificultar la obtencién de los relativamente
bajos valores de pH requeridos en el envasado final. El
problema se evita, a veces, corrigiendo aquella
mediante la adicién a la salmuera inicial de una cierta
proporcién de un acido fuerte. Se ha comprobado que
esta practica puede tener repercusiones negativas en
el crecimiento de las BAL, dando lugar en numerosas
ocasiones a fermentaciones detenidas (Gonzalez
Cancho et al., 1983). Esto puede deberse, por un lado,
a la propia bajada drastica del pH y a la limitada tole-
rancia a dicho efecto de muchas de las BAL comunes
en las aceitunas verdes y, por otro, a la menor dispo-
nibilidad de nutrientes en el medio, provocada por la
precipitacion de aminoéacidos y proteinas que ocasio-
na también el acido. Afortunadamente, se ha encon-
trado que cuando se efectua la adicién en dos fases,
la primera en la solucién salina inicial y la segunda una
vez que ha acabado la fermentacién, dichos inconve-
nientes se solucionan (Gonzalez Cancho et al., 1984;
Rejano et al., 1986). En caso de realizar inoculacio-
nes, la adiciéon de acido puede resultar contraprodu-
cente si no se espera el tiempo suficiente para que el
valor de pH vuelva a subir, al menos parcialmente,
antes de la incorporacion de las bacterias.

B) Tratamientos con calor y facilidad
de fermentacion

Etchells et al. (1966) hallaron que dando un trata-
miento previo con calor a los frutos (3 min a 74°C) se
mejoraba la rapidez de su fermentacién posterior
como AV, mientras que congelandolas se producia el
efecto contrario (Fleming y Etchells, 1967; Juven y
Henis, 1970). La accidn favorable se atribuy6 a la des-
truccion térmica del inhibidor de las aceitunas asi
como al aumento de la permeabilidad de las membra-
nas celulares del fruto (Juven y Henis, 1970).

Igualmente, Juven et al. (1968a) informaron que las
aceitunas tratadas con una solucién caliente de hidré-
xido sédico fermentaban mejor, alcanzaban una mayor
acidez en acido lactico y presentaban un color y carac-
teristicas organolépticas méas adecuadas que aquellas
que se habian sometido a idéntico proceso a tempe-
ratura ambiente. También Sciancalepore (1984) obtuvo
resultados muy ventajosos utilizando una técnica
parecida en la preparacién de aceitunas verdes de las
variedades Nocellara etnea y San Agostino. Es mas,
cuando el control de la temperatura se combind con
una concentracion baja en la «lejia» se pudo conse-
guir una fermentacién normal, incluyendo la acidez
combinada, y una gran reduccioén en la contaminacion,
al poderse eliminar las aguas de lavado (Sanchez
Gomez et al., 1990). Este sistema tiene el inconve-
niente, por el contrario, de que un ligero exceso en la
temperatura o en la concentraciéon de alcali puede
causar deterioros irrecuperables en la textura de los
frutos, tal como sefalan los mismos autores antes
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mencionados. Por tanto, la aplicacion de dichas modi-
ficaciones soélo tendra sentido cuando se utilice como
una medida descontaminante, ya que, como ya
demostraron suficientemente Borbolla y Alcala et al.
(1969), el tratamiento alcalino a temperatura ambien-
te, cuando se aplica bien, es suficiente para conseguir
un buen proceso fermentativo. A la misma conclusién
llegaron Balatsouras et al (1983), quienes confirmaron
estos resultados en la preparacién de aceitunas ver-
des de la variedad Conservolia al encontrar que, en
este caso, era mas importante la incorporacién de
materia fermentable y el empleo de inéculo que la apli-
cacion de calor.

Sin embargo, recientemente Sanchez et al. (1995)
han encontrado que, cuando se emplea agua caliente
(aproximadamente unos 40°C) en la etapa de los lava-
dos, el posterior proceso lactico se acelera. La razén
de ello no esta aun totalmente esclarecida, pero es
una practica que podria aplicarse sin los riesgos para
la textura que conlleva trabajar con las soluciones de
hidréxido sédico a temperatura controlada (superior a
la ambiente). La utilizaciéon de cultivos iniciadores
podria completar la efectividad de dicha medida y
favorecer una fermentacién mas rapida.

3.2. Aceitunas tipo negras (y de color
cambiente)

El contenido de azucares y polifenoles, con excep-
cién de las antocianinas, disminuye en el transcurso
de la maduracién de las aceitunas. Asimismo, desde el
comienzo de la aparicién de las primeras tonalidades
rosadas, se produce un progresivo aumento de la per-
meabilidad de la piel y de la concentracién de sustan-
cias hidrosolubles en la pulpa. Todo ello condiciona de
manera destacada la evolucién de la fermentacion en
los frutos colocados directamente en salmuera, facili-
tando el crecimiento de BAL a medida que los mismos
son mas maduros. Asi, al trabajar con aceitunas ver-
des de la variedad Hojiblanca dificilmente se llega a
conseguir el desarrollo de BAL; pero, cuando se
encuentran en el momento de color cambiante, ya
suelen aparecer esporadicamente. Finalmente, si se
cogen en estado de completa madurez, la presencia
de BAL es normal, siempre que las concentraciones
de sal no sean tan altas como para inhibirlas.

Asi, en general, el proceso fermentativo de aceitu-
nas verdes y de color cambiante en salmuera se debe
a la actividad de levaduras (Fernandez Diez et al,
1985; Garrido Fernandez et al. 1997; Gonzalez Can-
cho et al., 1975; Balatsouras, 1966). En tales casos la
presencia de BAL es ocasional, dependiendo de las
variedades y de las concentraciones de sal.

Debido a que en estos frutos no existe la esterili-
zacion superficial que se produce en la practica duran-
te el tratamiento con lejia, la carga microbiana inicial
que traen las aceitunas del campo puede condicionar
los microorganismos que se desarrollen posteriormen-
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te en las salmueras. Balloni (1973) ha estudiado la
flora epifitica de diferentes variedades italianas proce-
dentes de diversas regiones, encontrando que estaba
compuesta fundamentalmente por Lb. plantarum, Lb.
brevis, and Lb. fermentum. La fermentacién de dichas
aceitunas mostré que, efectivamente, los gérmenes
que portaban habian colonizado las salmueras corres-
pondientes, con independencia de que el proceso se
efectuara a escala industrial o artesanal. Cuando pre-
dominaron las BAL se obtuvo un producto de excelen-
te calidad. En cambio, si las levaduras superaban a las
BAL se apreciaba un cierto deterioro en el mismo.
Estudios posteriores realizados por Pelagatti (1978-
80) indicaron que las especies Lb. plantarumy Lb. bre-
vis estaban en las superficies de todas las variedades,
mientras que Lb. fermentum, Lb. delbrueckiiy Lb. cory-
niformis subsp. coryformis se encontraron sélo en cua-
tro; otras especies sélo se aislaron de una variedad.
En todos los casos se confirmé el paso de todas ellas
a las soluciones en las que se colocaron.

La variedad espafiola Gordal tiene una gran facilidad
para permitir el desarrollo de lactobacilos cuando se
coloca directamente en salmuera inicial del 7% en NaCl,
a la que se le anadia el 1% de sal cada quince dias, se
produjo una fermentacion de caracteristicas muy simila-
res a cuando se prepara al estilo sevillano. La figura 3
muestra el crecimiento de Lb. plantarum en el transcur-
so de la fermentacion de esta variedad entre tres condi-
ciones diferentes de fermentacion, siendo de resaltar
que no se produjeron diferencias entre recipientes ino-
culados o no. Asimismo, en la figura 4 se recoge la
poblacién de Pediococcus sp en el mismo caso anterior.
Su persistencia es similar a la de los lactobacilos y, en
determinados momentos, superior a la de estos. Cuan-
do la concentracién de sal se elevd por encima del 8%,
se detuvo la formacién de acido y el producto se estabi-
lizé (Duran Quintana et al., 1991). Un caso parecido se
ha descrito con la variedad Alorefia, estando, en este
caso, la poblacién lactica formada por Lb. plantarum y
Pediococcus sp. La tendencia a la fermentacion lactica
de esta variedad es tan acusada que la misma se pro-
duce incluso en condiciones fisico-quimicas de equilibrio
extremas tales como colocacién en salmueras del 9% de
NaCl con correccién con acético (0,2%) o altas concen-
traciones de &cido (0,6%) y moderadas de sal (6%).
Indudablemente, el empleo de condiciones mas suaves
(6% NaCl y 0,2% acético) y el uso de inéculo da lugar a
un claro proceso fermentativo lactico. En todos los
supuestos se subié la sal un 1% quincenal, la cantidad
de &cido lactico formada fue considerable y el pH des-
cendio lo suficiente como para asegurar la estabilidad
del producto hasta su uso como aceitunas «alifiadas».
Un detalle interesante a resaltar en dicha fermentacion
es que la secuencia de aparicion de Pediococcus spy
Lb. plantarum se altera completamente. La poblacion de
Pediococcus sp alcanzé niveles moderadamente eleva-
dos, perduré durante todo el tiempo de conservacion e,
incluso, llegd a superar a la de Lb. plantarum en las Ulti-
mas etapas del mismo (Garcia Garcia et al., 1992).
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Figura 3
Evolucién de la poblacién de Lactobacillus plantarum en la fermentacion
de aceitunas de la variedad Gordal colocadas directamente en salmuera.
Concentracién inicial de sal, 6% y correccién del pH con el 0,3% de acético.
En el medio acido el porcentaje de acético fue el 1,5% y la sal el 6 y 3%.
Tomado de Duran Quintana et al. (1991)
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Figura 4
Evolucién de la poblacién de Pediococcus sp en la fermentacion de aceitunas
de la variedad Gordal colocadas directamente en salmuera. Concentracién inicial
de sal, 6% y correccién del pH con el 0,3% de acético. En el medio 4cido el porcen-
taje de acético fue el 1,5% y la sal el 6 y 3%. Tomado de Duran Quintana et al.
(1991).
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En cambio, otras variedades tienen, con el mismo
estado de madurez, un comportamiento completa-
mente diferente. Asi, en Hojiblanca Unicamente se
observo la presencia de lactobacilos cuando se colo-
c6 en agua (Fernandez Gonzalez et al., 1993); con-
centraciones del 3% de sal y superiores ya resultaron
inhibidoras (Fernandez Gonzalez et al. 1992). Un com-
portamiento similar parece seguir la Manzanilla, en la
que soélo se observé crecimiento de BAL en aquellos
casos de concentraciones muy bajas de sal, tanto en
presencia como en ausencia de aire (Garrido Fernan-
dez et al., 1986). Asimismo, la variedad Arbequina se
caracteriza por ofrecer una gran resistencia a la colo-
nizacién de sus salmueras por BAL, aln en presencia
de niveles muy bajos de NaCl, calentamiento de los
frutos (3 min. A 74°C) o la ayuda de un inéculo (Torre
et al., 1993). Este comportamiento se debe al alto con-
tenido en polifenoles de todas ellas cuando se reco-
gen en este estado de madurez. La utilizacion de cul-
tivos iniciadores puede ser interesante para mejorar el
crecimiento de las BAL en las aceitunas de color cam-
biante o verdes destinadas a la preparacion del tipo
negras.

3.3. Aceitunas negras naturales

Los principales polifenoles de las aceitunas negras
naturales son las antocianinas, que son los compues-
tos responsables de la coloracién rosada a purpura
que va apareciendo en las mismas. Su contenido
aumenta a medida que avanza la maduracién (Maes-
tro Duran et al., 1976; Vhalov, 1990), al igual que las
sustancias hidrosolubles. Por el contrario, en este peri-
odo disminuye el contenido en oleuropeina, por lo que
los frutos van siendo cada vez menos amargos. Sin
embargo, para preparar este tipo no puede esperarse
a la completa madurez, ya que en ese momento la tex-
tura seria excesivamente deficiente. Es necesario lle-
gar a un compromiso entre ambos atributos, por lo
que, en el momento de la recoleccién, la materia prima
suele conservar aun un sabor amargo bastante resal-
tado y la madurez llegar sélo a la mitad de la pulpa. En
los procesos tradicionales en salmuera, lo normal era
que el proceso durara hasta después del verano, para
dar lugar al suficiente endulzamiento en el producto
final.

Al igual que ocurria en las de color cambiante, la
capacidad tampdn de estas salmueras es muy reduci-
da al no existir tratamiento alcalino. Por ello, la pro-
duccién de acido suele conducir a una rapida disminu-
cién de los valores de pH. Esto, a su vez, lleva a una
decoloracion de las aceitunas, porque el color purpura
de las antocianinas vira a rojo intenso a medida que el
pH desciende. En los sistemas de elaboracion clasi-
cos, este efecto no era conveniente, por lo que nunca
se procurd la consecucién de procesos lacticos. De
hecho, la acidez obtenida en las industrias griegas del
ramo oscilaba entre 0,1% a 0,4% (Balatsouras, 1966).
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Estos valores, y sus correspondientes de pH, no eran
suficientes para garantizar la estabilidad del producto,
por lo que, tradicionalmente, ha sido necesario el uso
de altas concentraciones de sal.

Por ello, en los procesos clasicos de preparacion
de ANN, la presencia de las BAL ha sido mas bien
rara. Sin embargo, el mismo Balatsouras (1966) reco-
noce que en algunos casos de sal mas baja la materia
fermentable se convertia facilmente en acidos.

De acuerdo con la experiencia espafola, el desa-
rrollo de BAL en las salmueras de ANN depende de la
variedad. En caso de emplearse Hojiblanca, el creci-
miento de lactobacilos ha sido detectado incluso a
concentraciones tan altas de sal en el equilibrio como
el 8%. En cambio, en Lechin, Nevadillo blanco, Neva-
dillo negro y Verdial nunca se han encontrado BAL
(Duran Quintana et al., 1971 y 1973; Garrido Fernan-
dez et al., 1973; Duran Quintana y Gonzalez Cancho,
1973). Entre los factores condicionantes de estas fer-
mentaciones, Gonzalez Cancho et al. (1975), mencio-
na, en el proceso anaerobio tradicional, los siguientes:
contenido de polifenoles en las salmueras, concentra-
cién de sal, disponibilidad de materia fermentable y
temperatura. Algunos de ellos ya se han comentado
en sus aspectos generales, por lo que sélo se resalta-
ran aqui los detalles especificos relacionados con las
ANN. Aparentemente, la Hojiblanca madura no tiene la
cantidad suficiente de polifenoles para detener el cre-
cimiento de las BAL. Existe una concentracién impor-
tante de antocianinas; pero, hasta ahora, no se ha
descrito efecto negativo alguno de las mismas sobre
dichos microorganismos. Por otra parte, la concentra-
cion de azucares libres en estos frutos suele ser baja,
aunque suficiente para dar valores de acidez superio-
res al 1%. No obstante, este sustrato va pasando a la
solucién poco a poco, por lo que raras veces se consi-
guen concentraciones elevadas. Esto constituye un
serio inconveniente para la implantacion de la pobla-
cién lactica, que, en muchas ocasiones, tiene que
competir en condiciones desfavorables con las levadu-
ras, que no estan sujetas al efecto inhibidor de los poli-
fenoles. Existe también una cantidad importante de
otras materias fermentables en estos frutos, que pro-
viene del resto de las sustancias hidrosolubles. En
estos casos, los azucares estan combinados y su
disponibilidad depende de la hidrdlisis quimica de
estos compuestos o de la accion de determinadas
enzimas especificas. En el segundo supuesto, las
levaduras parecen estar mejor capacitadas para su
aprovechamiento.

Estos procesos se aplican habitualmente con con-
centraciones del 8 al 10% de sal en el equilibrio, las
cuales, de por si, impiden el crecimiento de la practica
totalidad de las BAL. Para permitir su desarrollo es
necesario recurrir a valores mas bajos, a pesar de
que, de acuerdo con Balatsouras (1985), las BAL ais-
ladas de las salmueras de ANN son bastante mas
resistentes a la sal que aquellas provenientes de AV
(figura 1).
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Finalmente, estas fermentaciones suelen iniciarse
en épocas del afio en que las temperaturas son relati-
vamente bajas, 12-18°C, lo que tampoco favorece la
implantacién de las BAL. Sin embargo, no es conve-
niente aplicar calor, ya que cuando la misma se eleva
por encima de los 20°C, la experiencia en variedades
espafiolas es que se incrementa proporcionalmente
mucho mas la poblacién de levaduras y, en la mayoria
de los casos, ello lleva a la aparicién de alteraciones
relacionada con la textura, principalmente a la forma-
cion de alambrado y «afarolado».

Recientemente se estan comenzando a estudiar
con detalle las caracteristicas de los procesos de pre-
paracién de estas aceitunas utilizados en Turquia. Bor-
cakli et al. (1993) ha informado de los resultados de la
fermentacion de las dos principales variedades de
este pais, Edencik y Gemlik, que se lleva a cabo con
concentraciones de NaCl entre el 10 y 13%. Con estos
niveles de sal, la presencia de BAL no es posible.
Como microorganismos productores de lactico Gnica-
mente encontraron Pediococcus sp en el periodo com-
prendido entre los dias 76 y 86 de la colocacion en sal-
muera. En otras investigaciones (Ozay y Borcakli,
1996) han ensayado condiciones mas adecuadas para
el crecimiento de las BAL, tales como el mantenimien-
to de las aceitunas en agua durante los primeros 24
dias (la cual se cambia entonces por salmueras del 6
y 14%) y concentraciones de sal del 6% a lo largo de
todo el periodo. El comportamiento observado fue muy
diferente con respecto al clasico. En el caso de usar
agua al principio, la poblacién de BAL subi6, progresi-
vamente, hasta alcanzar valores de 105 unidades for-
madoras de colonias por ml (ufc/ml). Dicho desarrollo
se detuvo cuando la solucién se sustituyé por una sal-
muera al 14% y continué en el caso del 6% de sal,
aungque con unos recuentos mas moderados (103
ufc/ml). Las especies encontradas fueron Lc. mesen-
teroides, que predomind durante los primeros dias de
la colocacién en salmuera, y Lb. plantarum a partir del
cambio de salmuera. En el supuesto de utilizar una
salmuera baja (6%) desde el principio, se identificé
unicamente Lb. plantarum. Sin embargo, el crecimien-
to debid ser relativamente limitado ya que el pH final
se mantuvo en torno a 4,5 unidades, lo que no fue sufi-
ciente para asegurar la conservaciéon del producto
(que se consiguié6 aumentando la concentracion de
sal). Los frutos presentaban unas caracteristicas simi-
lares a las del proceso tradicional, especialmente en
cuanto al color. Parece, pues, que las variedades tur-
cas son también susceptibles de soportar el creci-
miento de las BAL cuando se dan las condiciones fisi-
co-quimicas adecuadas.

Los primeros en disefiar un proceso lactico tipico
para las aceitunas negras naturales fueron Balatsou-
ras y Polymenacos (1964), aunque con caracteristicas
similares al de AV, al implicar un tratamiento con alca-
li previo a la colocacidon en salmuera y bajar la con-
centracion de sal al 6-7%. De esta forma, se obtuvo un
desarrollo de lactobacilos muy abundante, una acidez
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libre del 0,8 al 1% y unos valores de pH comprendidos
en el intervalo 3,65-3,80, condiciones muy apropiadas
para la conservacién del producto. En realidad se con-
seguia un perfecto proceso estilo sevillano con aceitu-
nas negras maduras. Las caracteristicas del producto
final diferian considerablemente de las tradicionales.
El sabor era &cido y agrio y, sobre todo, el color era
completamente diferente, al presentar los frutos unas
tonalidades rojizas intensas a las que los consumido-
res no estaban acostumbrados. Esta iniciativa no ha
sido nunca secundada por la industria.

A partir de los afios ochenta, en Espafa se desa-
rrollé un nuevo sistema de elaboracién para las ANN y
para el periodo de conservacion de las TN. El mismo
implica el mantenimiento de un cierto nivel de oxigeno
disuelto durante la etapa activa de fermentacion prin-
cipalmente. Ha sido estudiado con detalle por los
investigadores del Instituto de la Grasa. El empleo de
un medio aerobio no ha representado ningun inconve-
niente para el crecimiento de las BAL en las mismas
condiciones en las que también lo hacian en medio
anaerobio. Asi, la variedad Hojiblanca preparada por
este sistema presenta crecimiento de Lb. plantarum a
partir del dia 20 de la colocacién en salmuera y su
poblacién alcanza el maximo hacia los 60 dias (Garcia
Garcia et al., 1982). La adicién simultanea de cloruro
célcico (2%) a estas soluciones, con objeto de mejorar
la textura, ha tenido un efecto desfavorable sobre el
crecimiento de las BAL, posiblemente debido a la
suma de las acciones de los iones Ca+ y Na+ (Duran
Quintana et al., 1986). En algunos casos, se ha suge-
rido la utilizacién con este sistema de concentraciones
iniciales de sal bastante bajas (2% NaCl), lo que, junto
con la inyeccion de aire, ha repercutido favorablemen-
te en el desarrollo de las BAL. La poblacién ha estado
constituida por microorganismos de los géneros
Pediococcus y Leuconostoc sp., que han permanecido
hasta los 20 dias, y Lb. plantarum, que estuvieron via-
bles hasta los 60 dias. Esta ltima inhibicién es logica,
puesto que para ese momento la concentracién de
NaCl habia alcanzado ya unos niveles del 9%. De
cualquier forma, la intensidad del proceso fue sufi-
ciente para que el pH descendiera hasta 3,6-3,8 uni-
dades, lo que aseguré unas buenas condiciones para
la estabilizacién del producto (Garrido Fernandez et
al., 1987).

La posible utilizacién de cultivos iniciadores en
estos procesos fermentativos, cuyo crecimiento se
puede controlar perfectamente mediante la concentra-
cién de sal, puede ser conveniente para obtener una
fermentacién lactica parcial. Con ello se consigue un
buen equilibrio entre caracteristicas fisico-quimicas,
textura y color, lo que llevaria la obtencién de produc-
tos finales de mejor calidad, una mayor seguridad para
el fabricante y un menor riesgo para el consumidor.
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5. CONCLUSION

Como se ha puesto de manifiesto a lo largo de esta
revision, las bacterias lacticas tienen un papel esencial
en la elaboracion de las aceitunas verdes estilo espa-
fiol o sevillano, son convenientes en el caso de las eta-
pas de conservacion de las aceitunas tipo negras v,
adecuadamente controladas, pueden también contri-
buir a obtener productos mas seguros de negras natu-
rales. En las condiciones actuales de fabricacién,
todos estos procesos fermentativos, no obstante,
siguen siendo espontaneos. Aun asi, el empleo de cul-
tivos iniciadores en los que las BAL estén presentes
puede ser aconsejable. Es mas, en un futuro, el
empleo de los mismos va a ser imprescindible en el
momento en que los actuales fermentadores tengan
que modificarse para mejorar las condiciones higiéni-
cas de trabajo. Es un cambio que el Sector debe plan-
tearse a medio y largo plazo.
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