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Introduccion

1.1 Planteamiento del trabajo

El presente trabajo de investigacion tiene un caracter innovador, ya que aborda
el analisis tanto ingenieril como microbiolégico en el proceso de aderezo de aceitunas,
estilo sevillano. Las muestras, proceden de la cooperativa de primer grado Olivarera
Jests Nazareno, S. C. A., situada en Aguilar de la Frontera, Cordoba.

Mediante la comparacién entre el sistema tradicional de elaboracion que
emplea fermentadores enterrados y una alternativa al mismo, como son las bodegas
de fermentacion, se analizaran las diferencias constructivas y de manejo de la
instalacion, asi como el estudio y caracterizacion de la poblacion bacteriana
principalmente implicada en el proceso, las bacterias del acido lactico (BAL).

En el epigrafe que sigue (1.2), y como exposicion cronologica, se muestra el

organigrama seguido en el desarrollo de la tesis doctoral que se presenta.

1.1.1 Situacion actual

Espana es el primer pais productor de aceitunas de mesa del mundo, seguido a
mucha distancia de otros paises de la cuenca mediterranea. La produccion media
mundial de las ultimas cinco campanas asciende a 1.750.000 toneladas de las que
526.000 se produjeron en Espana, o sea, un 30 % del total (Figura 1.1). Otros paises

productores son Turquia, Egipto, Argentina, Siria, Grecia o Marruecos, entre otros.

@ Espaiia 30%
3 Resto 28%
[ Egipto 13%
[ Turquia 10%
3 Siria 8%
[ Grecia 6%
@ Marruecos 5%

Figura 1.1 Producciéon mundial
de aceitunas de mesa. Media
campaias 2005/2010 (COI)

EE Sevilla 57%
3 cérdoba 12%
B Badajoz 11%
[ Mélaga 9 %
N Caceres 8%
[ Resto 3%

Figura 1.2 Produccion nacional
de aceitunas de mesa. Campaia
2009/2010 (AAO)
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A nivel nacional, y segiin los datos de la Agencia para el Aceite de Oliva (AAO),
la produccion de la campana 2009/2010 en Andalucia alcanz6 un total de 481.124
toneladas, lo que supone el 80,5 % de la produccion nacional. Asi, Sevilla, Cérdoba y

Badajoz son las provincias con una mayor produccion (Figura 1.2).

El panorama en la produccion cientifica en el area de la aceituna de mesa ha
tenido un incremento cuantitativo notable principalmente en los ultimos treinta anos
(Figura 1.3), (De la Viesca et al., 2007). El ranking de productividad por paises es
liderado por Espana, seguido de Italia y Grecia, y esta directamente relacionado con

los principales paises productores de aceituna de mesa.
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Figura 1.3 Evolucion a través de los afios del nimero de articulos sobre la aceituna de

mesa en el SciSearch: 1980-2005
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1.2 Cronograma

Se comienza con la toma de muestras de aceitunas en el ultimo trimestre del
ano 2006 para cubrir la campana 2006/2007, repitiendo por tres campanas el
procedimiento hasta 2008/2009. Realizando la parte experimental y el desarrollo del

trabajo hasta el diseno y redaccion de la tesis a finales del 2011, (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Organigrama del trabajo realizado
2007 2008 2009 2010 2011

Calculos estructurales bodega
Toma de muestras ‘ ‘ ‘

Aislamiento y seleccion ‘ ‘ ‘

Identificacion y caracterizacion
bacterias acido lacticas

Eval. presupuestaria bodega
Analisis y disefo experimental
Disefio y redaccion de la tesis

1.3 Antecedentes

La biotecnologia, como rama de la tecnologia y de la ciencia biologica aplicada,
esta lejos de ser un concepto moderno. Hace ocho mil anos, sin duda también
nuestros antepasados estaban convencidos, a su manera, de haber hallado la esencia
de la vida al fabricar el primer pan y las primeras cervezas. A pesar de ignorar el
porqué, fueron los habitantes del mediterraneo oriental los primeros en usar
microorganismos vivos en procesos fermentativos, ellos fueron los primeros
biotecnologos.

Las primeras fermentaciones de aceituna ya eran por si mismas en su
procedimiento un medio de preservacion del valor nutritivo del fruto. Gracias a la
fermentacion se reducian los nutrientes que los organismos contaminantes necesitan
para vivir, y se creaban unas condiciones desfavorables, como la disminucioén del pH,
que impedian su desarrollo.

En los ultimos anos, se han construido plantas de aderezo de aceituna con
instalaciones para la fermentacion diferentes al sistema tradicional de fermentadores
enterrados. Las nuevas instalaciones disponen los fermentadores en un sétano

acondicionado o bodega que, puede ser visitado al mismo tiempo. En ella se

3
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consiguen unas condiciones higiénico-sanitarias y térmicas Optimas. El nuevo
sistema presenta numerosas ventajas, aunque su coste es mas elevado que el sistema

tradicional.

1.3.1 El Olivo

El olivo, Olea europaea sativa, es la Gnica especie de la familia Oleaceae que
presenta un fruto comestible. Su cultivo comenz6 hace mas de seis mil afos en zonas
del mediterraneo en Oriente medio. Su introducciéon en Andalucia es debida a los
fenicios, mucho mas tarde paso6 al continente Americano hasta la actualidad, donde
se promueve su cultivo en Asia, Australia y Sudafrica.

En el libro primero de Moisés (Génesis, 8:11), se hace la primera referencia
historica escrita a la planta del olivo. Los cetros de reyes se hacian con su madera,
sus ramas coronaban a hombres y utilizaban su zumo para numerosas actividades y
acontecimientos como la alimentacion, la medicina y la uncion de sacerdotes y reyes.

En la mitologia, el olivo aparece en narraciones como la disputa entre Palas
Atenea y Poseidon por el patronazgo de la incipiente Atenas, Poseidon, con un golpe
de su tridente, crea el caballo, bello, rapido, fuerte y agil mientras, Atenea con su
lanza hace brotar el olivo “del que no solamente sus frutos serian buenos para comer
sino que de ellos se obtendria un liquido extraordinario que serviria para alimento de
los hombres rico en sabor y en energia, para aliviar sus heridas y dar fuerzas a su
organismo, y capaz de dar llama para iluminar la noche”... los dioses valoraron mas el
olivo y Atenea, la elegida, dio nombre a la ciudad.

De las cerca de 1.500 variedades de olivo catalogadas a nivel mundial, soélo
aproximadamente 100 de ellas son las principales productoras en funcion del uso de
sus frutos: extraccion de aceite, aceituna de mesa y variedades para ambos usos.

Las principales variedades cultivadas en Espana para aceituna de mesa son la
Gordal, Manzanilla y Hojiblanca, siendo las dos primeras las principales exportadas
para producir aceituna de mesa en otros paises, a destacar Argentina, Australia,

Estados Unidos e Israel.
1.3.1.1 El olivo en Europa
La existencia de restos fosiles acredita la existencia de olivos en el Paleolitico,

hace 30.000 anos, encontrados, entre otros, en yacimientos pliocénicos de

Mongardino (Italia), en las islas Cicladas (Grecia) y en el norte de Africa. Esto hace
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que el olivo actual tenga un origen hibrido, de especies proximas como la “Olea
africana” originaria de Arabia y Egipto, la “Olea ferruginea” de Asia y la “Olea
laperrin?” del sur de Marruecos, (Barranco y Rallo, 1984).

El olivo como cultivo se remonta a épocas paleoliticas y neoliticas, entre 5.000
y 3.500 a.C., en Creta. Existen numerosos vestigios de la importancia que tenia para
la economia Cretense el aceite de oliva alrededor del 2.500 a.C., como son las
representaciones artisticas halladas.

A través de Palestina la olivicultura lleg6 a Egipto hace unos 5.000 anos, donde
ya usaban el aceite de oliva en la iluminacion de los templos. De hecho, fueron los
egipcios los primeros en usar procedimientos mecanicos naturales para la extraccion
del aceite, de forma muy similar a la utilizada hasta nuestros dias.

Son los fenicios los que, desde el siglo XVI a.C. difunden el olivo por las islas
griegas y en siglos posteriores por la Peninsula Helénica, donde su cultivo adquiere
unas notables proporciones. Asi, es de este a oeste como se propaga el olivo en el

continente europeo.

1.3.1.2 El olivar en la Peninsula Ibérica

En Espana, el acebuche (Olea europaea oleaster) pertenece a la vegetacion
autéctona de la zona meridional. A pesar de que el olivo ya existia en la Peninsula
Ibérica al menos desde hace unos 5.000 anos (yacimientos arqueologicos en El
Gardel, Almeria), la olivicultura como tal la introdujeron los griegos por la actual
Costa brava, en la provincia de Gerona, y los fenicios a través de Cadiz y Malaga.
Desde estas zonas, a través del Valle del Guadalquivir y por la costa a través del
mediterraneo, se comercio e introdujo a Iberos y Tartesios en el mundo del olivo. Asi
pues, el cultivo del olivo se inicié en Oriente y desde alli a través del mediterraneo
difundi6é hacia Occidente. Desde el primer momento de la olivicultura seleccionaron a
través de los acebuches existentes los mas notables por productividad, oleosidad,
tamano del fruto, adaptacion al medio, etc., y asi, por propagacion vegetativa se han
ido manteniendo las caracteristicas deseables por los cultivadores desde las primeras
variedades.

A partir de la entrada de los romanos en la Peninsula Ibérica (212 a.C.) es
cuando se impone una nueva cultura, en la que destaca el impulso definitivo que se
hace al cultivo del olivo, asi como el incremento del comercio de aceite de oliva. Todo
ello acompanado de la creacion de infraestructuras que, en Andalucia vy,

principalmente en el Valle del Guadalquivir, potencié la agricultura que sirvi6o de
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proveedor a la metropoli romana, suministrando ademas de aceite de oliva, vino y
cereales.

En Espana, se han encontrado 262 variedades de olivo, como han corroborado
ademas de la identificacion morfologica, la identificacion por analisis de isoenzimas
en muestras de polen recogidas de los arboles introducidos en colecciéon (Trujillo et
al., 1995) y posteriormente mediante el uso de marcadores moleculares (Belaj et al.,
2001). Estas variedades de olivo se mantienen desde el inicio de su cultivo en
Espana. Oliveros y Jordana, 1968, ya hacen referencia a que las variedades mas
importantes de la actualidad ya lo eran en el s. XV. La homogeneidad genética de las
variedades cultivadas es notable tanto por propagacion vegetativa como a la dificultad
de deteccion de mutaciones en el olivo.

A nivel nacional, el olivar ocupa el 5 % de la superficie total de Espafia y solo lo
superan en extension los cereales (9 %). Esto supone el 14 % de la superficie
cultivable del pais. En resumen, en el ano 2006, la superficie total de olivar, si
incluimos el olivar abandonado, era de casi 2,5 millones de hectareas, de las que el
96% estaban en produccion, y de éstas, el 93 % de su produccion fue aceituna para
almazara.

Si incluimos los olivos para aceite y aceitunas de mesa, se estima que en todo
el mundo hay unos 900 millones de olivos, de ellos mas de 250 millones estan en
Espana, y de éstos mas de 140 millones se localizan en Andalucia.

El sector del olivar esta constituido por dos subsectores diferenciados por su
aprovechamiento: olivar de almazara y de mesa, aunque deben tratarse
conjuntamente pues hay variedades de doble aptitud que dependiendo de las
campanas su destino sera uno u otro. El cultivo del olivo sigue siendo
predominantemente de secano aunque debido a los incrementos en la produccion
obtenida con el riego, la superficie de olivar en regadio se ha incrementado
considerablemente. Actualmente, la superficie de olivar en regadio es del 15 % en el
olivar de almazara y del 28 % en olivar de mesa.

El precio del olivar de almazara consigue superiores valores al de mesa, y estas
diferencias son aun mayores si comparamos el precio del olivar de regadio y secano,
donde llega a duplicarse el precio debido principalmente al volumen de produccion de
uno y otro (Tabla 1.2). Como puede observarse, las principales productoras de
aceituna de mesa son Andalucia y Extremadura, siendo este tipo de aceituna la

estudiada en el presente trabajo.
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Tabla 1.2. Producci6én de aceituna (kg/ha) por Comunidades Auténomas de olivares en
secano y regadio para olivar de aceituna de almazara y mesa. Valores medios entre
2002/06.

Fuente: MARM.

Aceituna de Almazara Aceituna de Mesa
Comunidad Auténoma Secano Regadio Secano Regadio
Andalucia 2.606 4.612 2.473 4.383
Extremadura 1.282 5.000 1.415 5.000
Castilla La Mancha 947 2.394
Cataluna 818 2.016

1.3.2 El olivar en Andalucia

Representa aproximadamente dos terceras partes del olivar nacional y en la
ultima década han aumentado las nuevas plantaciones notablemente. En el ano 2008
ya habia unas 250.000 ha mas que en el ano 1963. Por tanto, es Andalucia, a nivel

nacional la principal productora y de las mas importantes a nivel mundial.

1.3.2.1 Datos del sector industrial de aderezo en Andalucia

(Fuente: Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia)

La superficie oleicola mundial se aproxima a 11 millones de hectareas, de las
que aproximadamente 2,45 millones se localizan en Espafna. De esta superficie
nacional 1,5 millones de hectareas se concentran en Andalucia, mayoritariamente
dedicadas a la obtencion de aceituna para almazara (1,4 millones de hectareas) frente
a las destinadas a mesa (100.000 hectareas). Atendiendo a las producciones,
Andalucia produce en torno a 4 millones de toneladas de aceituna para almazara y
300.000 toneladas de aceituna para mesa.

El cultivo del olivar, aunque presente en toda la comunidad andaluza, se
orienta hacia la produccion de aceituna de mesa principalmente en las provincias de

Sevilla y Cordoba.

Las industrias de aderezo que han tenido actividad durante la campana

2006/2007 totalizan 238, cuya distribucion provincial en el ambito de la Comunidad
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Autonoma Andaluza se resume en la tabla 1.3. La distribucion de las industrias de
aderezo estda muy concentrada en la provincia de Sevilla, donde se sitaan,
practicamente, los dos tercios del total (63,9 %). Las otras provincias en las que la
actividad del entamado de aceituna de mesa tiene mas importancia son Cordoba, que

posee el 14,3 % y Malaga con el 12,6 % de las industrias.

Atendiendo a las cifras de produccion de aceituna de mesa, durante la
campana 2006/2007, se elevo a 361.597.592 kg, siendo un 8,2 % mayor que la
obtenida en la campana 2005/2006, que ascendié a 334.147.858 kg. La cantidad de
aceituna cruda para transformar en esta campana fue de 371.582.356 kg, resultando
un coeficiente medio de transformacion del 0,9731. El valor provincial medio mas
bajo de este coeficiente se ha obtenido en Coérdoba con 0,9621 y el mas alto, que
alcanza la unidad (1,0000), en Almeria, Cadiz, Granada, Huelva y Jaén, en las que las
cantidades de aceituna cruda y transformada resultan iguales (Tabla 1.4).

Las provincias netamente productoras de aceituna de mesa son Sevilla
(77,2 %), Coérdoba (11,9 %) y Malaga (9,6 %), que suman el 98,7 % del total de

aceituna aderezada en Andalucia.

Tabla 1.3. Industrias de aderezo, campafa 2006/2007. Fuente: AAO

Industrias de Aderezo
Provincia
Namero %
Almeria 3 1,3
Cadiz 2 0,8
Cordoba 34 14,3
Granada 5 2,1
Huelva 2 0,8
Jaén 10 4,2
Malaga 30 12,6
Sevilla 152 63,9
ANDALUCIA 238 100

Las variaciones del censo de entamadoras operativas que se han producido en
el conjunto de Andalucia y en cada una de las ocho provincias durante la campana
2006/2007, se traducen en una leve disminucion en el computo global (-1) ya que se

han contabilizado 7 nuevas industrias respecto a la campana pasada, repartidas
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entre Jaén (+3), Granada (+2), Cadiz (+1) y Almeria (+1) y 8 industrias han
desaparecido de las operativas la campana anterior en Cérdoba (-3), Sevilla (-3),

Huelva (-1) y Malaga (-1).

Tabla 1.4. Produccidon total (Kg.) de aceituna de mesa en industrias de aderezo.
Campaia 2006/07. Fuente: AAO

Provincia Aceituna cruda | Aceituna transformada | Coef. de transformacion
Almeria 687.391 687.391 1,0000
Cadiz 65.217 65.217 1,0000
Cérdoba 44.716.721 43.019.761 0,9621
Granada 376.996 376.996 1,0000
Huelva 2.469.719 2.469.719 1,0000
Jaén 1.107.912 1.107.912 1,0000
Malaga 34.717.025 34.654.702 0,9982
Sevilla 287.441.375 279.215.894 0,9714
ANDALUCIA | 371.582.356 361.597.592 0,9731

Como ya se ha dicho, Andalucia presenta mas de la mitad de la plantacion del
olivar espanol, esta importante superficie esta destinada casi en su mayor parte a la
aceituna de almazara (Tabla 1.5) frente a la aceituna de mesa (Tabla 1.6). De igual
forma, la produccion y destino de la aceituna ya sean para mesa (Tabla 1.7) o para
almazara (Tabla 1.8) presentan importantes diferencias, destacando para aceituna de
mesa en primer lugar y con diferencia la provincia de Sevilla, seguida de Coérdoba y
Malaga, y para almazara Jaén como principal productora, seguida de Cérdoba y a

mucha distancia el resto de provincias.

Los productos obtenidos de la aceituna, ya sea aceite, ya sea aceituna
aderezada, dependen de las variedades predominantes en la provincia en cuestion,
duplicandose la produccion para el aceite de oliva frente a la aceituna aderezada
(Tabla 1.9), siendo la produccion de aceite de orujo inferior a las anteriores mientras

que la de orujo sin desgrasar es mucho mayor.
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Tabla 1.5. Superficie en plantacion regular de olivar de aceituna de almazara en
Andalucia (2008)

Superficie en plantacion regular (Ha)

Total En producciéon

Secano Regadio Total Secano Regadio
Provincia (Ha) (Ha) (Ha) (Ha) (Ha)
Almeria 6.228 13.416 19.644 4.953 12.992
Cadiz 18.271 2.408 20.679 17.545 1.255
Coérdoba 323.432 16.789 340.221 315.569 14.007
Granada 135.678 42.677 178.355 135.168 42.432
Huelva 24.167 3.459 27.626 22.584 3.209
Jaén 387.631 180.969 568.600 384.728 178.799
Malaga 109.902 9.652 119.554 106.814 8.536
Sevilla 109.250 22.723 131.973 104.178 19.476
Andalucia 1.114.559 292.093 | 1.406.652 1.091.539 280.706

Tabla 1.6. Superficie en plantacion regular de olivar de aceituna de mesa en Andalucia

(2008)
Superficie en plantacion regular (Ha)
Total En produccion
Secano Regadio Total Secano Regadio

Provincia (Ha) (Ha) (Ha) (Ha) (Ha)
Almeria 27 53 80 27 50
Cadiz 469 611 1.080 469 493
Cordoba 2.491 1.100 3.591 2.380 1.093
Granada 100 79 179 100 79
Huelva 3.882 1.591 5.473 3.882 1.591
Jaén 2 2.220 2.222 2 2.220
Malaga 4.975 566 5.541 4.925 482
Sevilla 46.647 40.222 86.869 44.383 38.596
Andalucia 58.593 46.442 105.035 56.168 44.604
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Tabla 1.7. Produccion y destino de aceituna de mesa en Andalucia (2008)

Aceituna para

Aceituna para

Provincia Produccién (Tm) Aderezo (Tm) Almazara (Tm)
Almeria 280 280

Cadiz 2.621 2.621

Cordoba 12.825 12.825

Granada 411 411

Huelva 5.015 5.015

Jaén 8.772 8.772

Malaga 12.014 12.014

Sevilla 269.241 259.817 9.423
Andalucia 311.179 301.755 9.423

Tabla 1.8. Produccion y destino de aceituna de almazara en Andalucia (2008)

Aceituna para

Aceituna para

Provincia Produccién (Tm) Aderezo (Tm) Almazara (Tm)

Almeria 43.001 2.174 40.828
Cadiz 34.483 34.483
Cordoba 995.521 43.802 951.719
Granada 326.547 326.547
Huelva 30.375 30.375
Jaén 1.967.423 1.967.423
Malaga 250.967 28.976 221.991
Sevilla 415.687 32.058 383.628
Andalucia 4.064.003 107.010 3.956.994
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Tabla 1.9. Productos obtenidos (Tm) de la aceituna en la campana 2008

Provincia Aderezada | Aceite de oliva | Aceite de orujo Orujo sin desgrasar
Almeria 2.454 8.588 18.373

Cadiz 2.621 6.897 69 19.157
Cérdoba 56.627 187.108 27.774 771.504
Granada 411 73.199 3.674 195.928
Huelva 5.015 S5.771

Jaén 8.772 431.382 30.721 1.536.041
Malaga 40.990 42.982 6.017

Sevilla 291.875 71.286 6.314 341.277
Andalucia 408.765 827.213 74.569 2.882.280

1.3.3 La aceituna de mesa

El olivo produce un fruto oval que es una drupa carnosa verde, denominada
aceituna, contiene una sola semilla que protege el pericarpio, compuesto por tres
tejidos; el endocarpio (hueso), el mesocarpio (pulpa) y el exocarpio (piel).

El fruto del olivo es una drupa mas o menos alargada segun la variedad, de
color verde, que cambia a morado o negro cuando esta madura, alcanzando un peso
medio comprendido entre 1,5 y 12 g. aproximadamente. De forma excepcional,
pueden encontrarse frutos de 0,5 y 20 g. Sus dimensiones oscilan, entre 2 y 3
centimetros de longitud y de 1 a 2 cm. de diametro transversal, siendo su peso
especifico proximo a la unidad. El porcentaje de pulpa, intensamente amarga cuando
aun esta verde, varia del 70 al 88 %, por tanto, el hueso representa del 12 al 30 % del
peso total del fruto. La semilla en €l contenida supone algo menos del 10 % del peso
del hueso (Fernandez M.J. et al, 1985).

Tanto las citadas caracteristicas fisicas como la composicién quimica de la
pulpa comestible dependen de otros diversos factores, a destacar la variedad y el
estado de desarrollo y madurez del fruto en la época de recoleccion, asi como las
condiciones poscosecha. También de especial relevancia son, la situacion geografica,
calidad del suelo y tipo de cultivo, regadio o secano.

La definicion que hace el COI, segiin la Norma Comercial vigente (2004) de la
aceituna de mesa es “el producto preparado a partir de frutos sanos de variedades de
olivo cultivado (Olea europaea L.), elegidas por producir frutos cuyo volumen, forma,

proporcion de pulpa respecto al hueso, delicadeza de la pulpa, sabor, firmeza y
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facilidad para separarse del hueso los hacen particularmente aptos para la
elaboracion; sometido a tratamientos para eliminar el amargor natural y conservado
mediante fermentacion natural o tratamiento térmico, con o sin conservantes, Yy,
envasado con o sin liquido de gobierno .” Igualmente clasifica las aceitunas de mesa
segun el grado de madurez que presenten durante la recoleccion en verdes, color
cambiante o negras. La reglamentacién técnico sanitaria espanola (BOE, n°® 279,

2001) conforma la norma del COI.

1.3.3.1 Componentes de la aceituna

El mesocarpio o pulpa de la aceituna esta compuesta principalmente por aceite
(10 - 25 %) y agua (60 - 75 %), (Fernandez M.J. et al., 1985; Rejano L. et al.,
1977). La fraccion aceitosa contiene principalmente triglicéridos, diglicéridos,
monoglicéridos, acidos grasos libres, fitoesteroles, alcoholes terpénicos y fosfolipidos.
El contenido en cenizas de la aceituna es relativamente bajo, entre el 0,6 y el 1 %, e
incluye minerales como potasio, fosforo, calcio, sodio y magnesio. La textura del fruto
es atribuida a la presencia de una fraccion fibrosa (1 - 4 %) (Guillen R. et al., 1992)
y de sustancias pécticas (0,3 - 0,6 %) (Minguez-Mosquera MI. et al., 2002). AzGcares
y polioles representan el 20 % del peso fresco de la pulpa. Los principales aztGcares
libres son la glucosa, fructosa y sacarosa, entre el 3 y 4 %, y son muy importantes en
la fermentacion de la aceituna. Los principales acidos organicos presentes en la pulpa
(0,5 - 1 %) son el acido oxalico, acido malico y acido citrico. La fraccién proteica es
baja y varia entre el 1 y 3 %. Hassapidou MN, et al. 1994 informaron de la presencia
de vitaminas en la aceituna y su aceite. El color verde del fruto es debido a las
clorofilas (1,8 - 13,5 mg/100 g de pulpa fresca) y carotenoides (0,6 - 2,4 mg/100 g de
pulpa fresca) (Minguez-Mosquera MI, et al., 1989; Roca M, et al. 2001). Las
variaciones de concentracion en la mayoria de los nutrientes estan influenciados por
el tipo de variedad, las condiciones de cultivo y el grado de madurez del fruto.
Durante la maduracion, el coeficiente entre clorofilas y carotenoides cambia debido a
que la concentracion de clorofilas disminuye. En el desarrollo de la aceituna,
normalmente se distinguen tres fases: (Soler-Rivas JC, et al., 2000) una fase de
crecimiento donde se produce una acumulacion de oleuropeina, una fase de
maduracién verde que coincide con una reducciéon en los niveles de oleuropeina y de
clorofila, y una fase de maduracion negra que se caracteriza por la aparicion de

antocianinas, mientras los niveles de oleuropeina siguen cayendo.
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Los compuestos fendlicos presentes en la aceituna pueden variar entre el 1 y
2 % y son representados basicamente por la oleuropeina, a la que se le atribuye
sobradamente el amargor que aporta en el sabor del fruto (Garcia JM, et al. 2001;
Gutierrez-Rosales F, et al. 2003). Durante la maduraciéon, la oleuropeina es
parcialmente transformada en dimetiloleuropeina que se convertira en el principal
compuesto fendlico en la aceituna negra (Romero C, et al. 2002). Saija y Ucelle
(2000) resumieron la estructura de los compuestos fenolicos, que variaban
ampliamente desde simples compuestos hasta sustancias altamente polimerizadas

como los taninos.

1.3.3.2 El aderezo de las aceitunas verdes

Las aceitunas verdes aderezadas en salmuera son aquellas tratadas con una
lejia alcalina y acondicionadas posteriormente en salmuera (Norma del COI) en la que
experimentan una fermentacion lactica, total (a la Sevillana) o parcial. En la Figura

1.4 se resume en esquema el proceso de aderezo (Fernandez Diez et al., 1985).

Recoleccion y Transporte
Escogido (clasificacion)
Tratamiento con lejia

Lavados

Colocacion en salmuera

l

Fermentacion

Escogido y clasificado

Deshueso y relleno

Envasado

Figura 1.4 Esquema del proceso de elaboracion de aceitunas verdes aderezadas
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Los frutos, que van desde el color verde amarillento al verde, una vez que han
sido recogidos, se transportan a la Planta de Aderezo y después de ser escogidos, y
parcialmente clasificados, son tratados en una solucion diluida de hidroxido sédico,
operacion que se denomina cocido, asi se elimina el amargor. Posteriormente, los
frutos se lavan con agua varias veces en unos intervalos de tiempo variables para
eliminar el exceso de lejia. Para terminar, se colocan en una salmuera en torno a los
10° Bé donde se produce la tipica fermentacion lactica de duracion variable. Una vez
que los frutos han fermentado, se seleccionan y clasifican segun su tamano y son

envasados bien enteros, deshuesados, o rellenos con ingredientes varios.

1.3.3.3 Tipos de aceituna de mesa

Como se ha indicado, los distintos tipos de aceitunas de mesa se diferencian,
fundamentalmente, por el grado de madurez de los frutos en el momento de la
recoleccion y el color del producto final. Para la utilizacion entre las distintas
variedades disponibles como aceituna de mesa se tienen en cuenta diversos factores;
por un lado que la planta posea adecuados caracteres agronémicos y, que los frutos
presenten buenas caracteristicas tecnologicas, entre ellas a destacar, como
propiedades fisicas: tamano y forma del fruto, relacion pulpa/hueso, facilidad de
desprendimiento del hueso (el deshuesado mecanico se facilita con un hueso recto y
pequeno), textura (pulpa de calidad y epidermis fina) y color. (Ver principales
variedades en epigrafe 1.3.3.7)

Segin la Reglamentacion Técnico-Sanitaria Espanola para la Elaboracion,

Circulacion y Venta de Aceitunas de Mesa, pueden distinguirse cuatro tipos:

* Verdes. Son las obtenidas de frutos recogidos durante el ciclo de maduracion,
antes del envero y cuando han alcanzado un tamano normal. Estas aceitunas seran
firmes, sanas y resistentes a una suave presion entre los dedos y no tendran otras
manchas distintas de las de su pigmentacion natural, con ciertas tolerancias. La
coloracion del fruto podra variar del verde al amarillo paja.

e De color cambiante. Obtenidas de frutos con color rosado, rosa vino o
castano, recogidos antes de su completa madurez, sometidos o no a tratamiento
alcalino y dispuestas para su consumo.

* Negras. Son las aceitunas obtenidas de frutos que no estando totalmente
maduros han sido oscurecidos mediante oxidacion y han perdido el amargor mediante

el tratamiento con lejia alcalina, debiendo ser envasadas en salmuera y preservadas
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mediante esterilizacion con calor. A este tipo se le conoce en California como
“aceitunas maduras” o “negras maduras”.

* Negras naturales. Obtenidas de frutos recogidos en plena madurez, o poco
antes de ella, pudiendo presentar, segin zona de produccion y época de la recogida,

color negro rojizo, negro violaceo, violeta, negro verdoso o castafno oscuro.

1.3.3.4 Recoleccion, transporte y valoracion del fruto

El momento de la recoleccion del fruto es critico para obtener un resultado
final 6ptimo. Hay que recolectarlo cuando adquieren su mayor tamano y justo antes
del “envero” (cuando la coloracion externa es verde amarillo-paja y ain no ha
comenzado a tomar color rosado). En el caso de recolectarlo antes, la fermentaciéon se
desarrolla con dificultad, resultando duras y de sabor poco agradable; si se recolectan
después el producto resulta blando y se conserva mal.

La recoleccion se realiza manualmente por el sistema denominado de “ordefio”,
asi se evita el danado del fruto, que se va depositando sobre unos recipientes
acolchados que llevan colgados del cuello, denominado “macaco”. Cuando éstos estan
llenos los colocan en cajas perforadas de unos 22 kg; en cualquier caso, en
receptaculos especialmente disenados para que la aceituna esté bien aireada y no
resulte “molestada”.

El transporte se lleva a cabo en estos receptaculos o bien a granel, aunque
entonces se produce cierto molestado en los frutos. Lo habitual es que se prescinda
en campo de los frutos de pequeno tamano, no comercializables, que se desechan
junto a las hojas y ramillas. En cualquier caso, esta operacion hay que realizarla en la
Planta de Aderezo antes del tratamiento alcalino.

Ya en la Planta se toman los datos pertinentes del fruto para identificar la
partida durante todo el proceso de elaboracion, seleccionando una muestra
representativa a la que se le realiza una primera valoracion, y asi fijar la calidad de la
misma. Entre los datos fundamentales a determinar, tenemos: el porcentaje de los
tamanos que no se aprovechan, el tamano medio y la distribuciéon de los tamanos, y el
porcentaje de los defectos, distinguiendo entre el tipo y la intensidad de éstos.
También se toman datos de la variedad, proveedor, finca, sistema de cultivo (secano o
regadio), fecha de recoleccion, de entrada en la fabrica, estado de madurez, etc.

De todos los datos, se dejara constancia por escrito en la Hoja de Registro, en
la que, finalmente, se anotara el numero de fermentador al que iran destinados los

frutos, asi como cualquier otra incidencia que se estime oportuna.
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En algunas industrias el fruto recibido no es volcado directamente a la tolva
para ser procesado directamente tras su recoleccion, sino que el fruto reposa en unos
contenedores, ubicados en el patio de recepcion de la industria, antes de pasar a la
linea de recepcion y de ahi a la seccion de procesado.

El “reposo” permite, en los casos en los que la textura del fruto no sea la
adecuada, alcanzar la consistencia deseada, en funcion del estado de maduracion de
la aceituna, el tiempo estimado para evitar el “despellejado” es de dos a tres dias,
permaneciendo durante ese tiempo (el menor tiempo posible para evitar el molestado)
bien aireadas, almacenadas en jaulas o contenedores de rejilla, fabricados de acero
inoxidable, ya que si estuviesen a granel en un recipiente sin aireacion, se
producirian fermentaciones indeseadas, fenomeno conocido como “atrojado de la
aceituna”

Como solucion a este problema, y teniendo en cuenta el elevado coste que
representa la recoleccion manual, se han establecido unas condiciones de recoleccion
mecanica y transporte en liquido que reduzcan, en lo posible, el elevado porcentaje de
molestado que experimentan los frutos recolectados de esta forma. Por ahora, se ha
encontrado que el transporte en lejias diluidas (al 0,2 - 0,3 %), denominado “lejia de
transporte”, evita el pardeamiento de las zonas golpeadas hasta el momento de su

tratamiento con la lejia de cocido.

1.3.3.5 Cocido, lavado y colocacion en salmuera

Se denominan cocederas a los depositos de aceituna en los que transcurren las
operaciones de cocido, lavado y puesta en salmuera, y fermentadores a los recipientes
en los que se lleva a cabo el proceso fermentativo y posterior conservacion del fruto.

Las cocederas son depositos cilindricos, construidos en poliéster reforzado con
fibra de vidrio, con un casquete esférico en la parte inferior que facilita la descarga del
fruto. La parte superior debe tener la misma forma, para que los gases que se
produzcan durante la fermentacion escapen libremente.

En el cono de fondo, se coloca una valvula de esfera de PVC de
90 - 110 mm @, para realizar rapidamente la evacuacion de los liquidos empleados,
asi como la descarga del fruto. Proxima a esta valvula se coloca otra de esfera de 30 6

35 mm @, que se comunica al fermentador mediante unos taladros que permiten el

17



Introduccion

paso del liquido e impide el del fruto, facilitandose las recirculaciones y las
correcciones necesarias.

En la parte inferior del carrete se coloca la rejilla del mismo material que el
deposito, que encaja en unos pivotes e impiden el paso del fruto; para evitar la
entrada de aire, la boca lleva un cierre hidraulico.

Las dimensiones normalizadas suelen ser de 2,5 m. de altura y 3,10 m @ con
un volumen de 16.000 Ilitros y capacidad para unos 16.000 kg de
aceitunas. Suelen ir apoyadas sobre pilares de 1,5 a 2 m de altura, debiendo situarse
siempre en nave cubierta. (Fernandez-Diez et al., 1985).

El objetivo de que estén elevados es facilitar la descarga por gravedad a los
fermentadores, que como se ha indicado con anterioridad, normalmente son
enterrados.

El tratamiento con una solucion diluida de hidroxido soédico, operacion
denominada “cocido”, es la operacion fundamental en el proceso de aderezo siendo su
principal objetivo la hidrodlisis de glucosido amargo oleuropeina, que es el responsable
del caracteristico amargor de este fruto. Es mas, ejerce una acciéon muy compleja
cuya consecuencia mas importante es, que al colocar las aceitunas en la salmuera,
ésta se convierta en un adecuado medio de cultivo donde se desarrolla la tipica
fermentacion lactica (Rodriguez de la Borbolla JM y Rejano L. 1979).

En primer lugar se cierra la valvula del deposito y se empieza a llenar con agua
hasta una cantidad aproximada de 5.000 litros. El objeto de esta operacion es
amortiguar los golpes que se producirian en el fruto al caer hasta el fondo del
depodsito, homogeneizar, disminuir la altura de caida del fruto y evitar el
aplastamiento de las aceitunas durante la carga. Durante esta adicion de agua se
coloca el rejon que impedira el paso del fruto durante las descargas de liquido que se
llevara a cabo.

Una vez lleno el deposito con el agua y el fruto, se abre la valvula y se retira
toda el agua. Inmediatamente se procede a la adicion de lejia, que no durara mas de
10 - 15 minutos, ya que desde el primer momento, el fruto en contacto con la lejia,
comienza su cocido. Durante la realizacion del cocido, el fruto absorbe lejia, de S0 a
100 litros, siendo necesario reponerla antes de que las aceitunas queden en contacto
con el aire, evitandose de esta forma el ennegrecido de las aceitunas no cubiertas.

El cocido finaliza cuando la lejia penetra de 2/3 a 3/4 de la pulpa y su
concentracion es tal, que durante el principio de la aplicacion de agua al fruto, su
accion llega aunque ya mas débilmente, hasta el hueso, lo que es conocido como

recocido.
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A continuacion, se procede a la descarga de la sosa caustica, y se enjuaga el
fruto, operacion conocida como lavado, asi hasta que el agua salga por el fondo
completamente limpia en color y en particulas. El lavado es la operacion
complementaria del cocido, siendo su objetivo la eliminacion de la lejia que
permanece adherida a la superficie de los frutos y una parte de la que penetr6o en su
interior, asi como también, la eliminacién parcial del amargor caracteristico. La
duracion de este, dependera de una serie de factores entre los que podemos resaltar:
la concentracion de la lejia empleada, la temperatura, programacion de la empresa,
duracién del cocido, etc.

Normalmente, se pueden practicar uno o dos lavados. Si se practica un solo
lavado sera de larga duracion, mientras que si son dos, el primero sera mas corto
(2 - 3 horas) dando lugar al "recocido" de la aceituna indicado anteriormente,
mientras que el segundo sera mas largo (10 - 12 horas).

Un lavado largo y enérgico elimina las ultimas trazas de amargor y toda o casi
toda la lejia, lo que facilita la consecucion de bajos valores de pH durante la
fermentacion. También elimina el exceso de componentes solubles de las aceitunas,
algunos de los cuales, como los azucares y otras materias, tienen gran importancia en
la fermentacion posterior.

A mayor concentracion de lejia y temperatura, mayor energia de tratamiento y
mas acentuada sera su accion sobre la piel haciéndola mas permeable. Se ha
comprobado que el descenso del contenido en sal de las salmueras es mas rapido

cuanto mayor es la concentracion de la lejia empleada.

La pérdida de aztcares y otras materias fermentables es tanto mayor cuanto
mas elevada sea la concentracion de la lejia utilizada en el cocido, al aumentar la
permeabilidad de la piel.

Por otro lado, los inhibidores presentes en las aceitunas no parecen afectar
demasiado la fermentacion lactica cuando se trata de aceitunas verdes colocadas
directamente en salmuera de baja concentraciéon, lo cual pudiera deberse a que en
este tipo de elaboracién los equilibrios son mas lentos, lo que permitiria a los
microorganismos iniciar su desarrollo y adaptarse posteriormente a las cantidades
crecientes de inhibidores.

Finalizado el lavado, se deja ir el agua y se llena el depésito de salmuera, a una
concentracion del 10 - 11 %, pudiéndose en ese momento retirar el rejon.

Como se ha descrito, el cocido, lavado y puesta en salmuera de las aceitunas

se lleva a cabo depositos elevados ubicados en el interior de las instalaciones de la
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industria, mientras que la fermentacién de la aceituna y posterior conservacion, tiene
lugar normalmente en fermentadores enterrados en el patio de fermentaciéon, a pesar
de que existen otros tipos.

Antes de realizar el trasvase de aceitunas de los depoésitos elevados o
cocederas, a los fermentadores y desalojar el agua, se realiza la operacion de puesta
en salmuera del fruto lavado en la cocedera.

De esta forma, transcurridas de seis a ocho horas, se produce un equilibrio
entre las aceitunas y la salmuera, dejando éstas de flotar y facilitando su salida. A
partir de este momento se puede colocar una manguera de plastico flexible de 110 o
120 mm @ a la valvula del fermentador y por gravedad se trasvasa el fruto de la
cocedera ubicada en la nave hasta los fermentadores enterrados en el patio.

Una vez que ha finalizado el proceso de cocido y lavado, las aceitunas son

trasvasadas hacia los depositos de fermentacion, descritos posteriormente.

1.3.3.6 Preparaciones comerciales

El concepto de "preparaciones comerciales" se utiliza en la Norma Cualitativa
Unificada del Consejo Oleicola Internacional, y se corresponde con el de
"elaboraciones" que aparece en la Reglamentacion Técnico-Sanitaria Espanola. En
este apartado se definen los distintos productos que aparecen en el mercado. Trata de
incluir, de la forma mas completa posible, tanto las elaboraciones artesanas y
tradicionales como las derivadas de aquellas y perfeccionadas por la investigacion.

La eliminacion del amargor natural del fruto (debido a la presencia del
glucosido oleuropeina, como se explicara mas adelante), puede realizarse de forma
practicamente total y relativamente rapida, por hidrodlisis alcalina, mediante el
tratamiento de las aceitunas con soluciones acuosas diluidas de hidroxido soédico
como fase previa al proceso de fermentacion y conservacion en salmuera, o de
conservacion en sal seca. En este caso, las preparaciones comerciales o elaboraciones
incluyen en su denominacién la palabra genérica "aderezadas".

También esta eliminacion de amargor puede ser llevada a cabo de forma parcial
y lenta, durante la fermentacion en medio acido de los frutos colocados directamente
en salmuera, sin tratamiento alcalino previo, o conservados, también directamente,
en sal seca. Estos dos ultimos casos se denominan, genéricamente, "aceitunas en
salmuera" y "aceitunas en sal seca", sin que aparezca el término aderezada. La
expresion "negras naturales al natural", que se usa en algunas denominaciones, se

debe a una simple redundancia.
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A continuacién, se describen las preparaciones comerciales mas importantes

definidas en la normativa:

* Aceitunas verdes aderezadas en salmuera.

Tratadas con una lejia alcalina y acondicionadas posteriormente en salmuera,
en la que sufren una fermentacion lactica natural total (a la sevillana, estilo
espanol o estilo sevillano) o parcial. En el caso de que las aceitunas no estén
sometidas a fermentacion natural total, su conservacion posterior, a un valor
de pH comprendido entre los limites previstos en las normas, puede realizarse
por esterilizacion o pasteurizacion, adicion de productos de conservacion,

refrigeracion o gas inerte, en este Ultimo caso, sin salmuera.

» Aceitunas verdes al natural en salmuera.
Son tratadas directamente con salmuera y conservadas por fermentacion

natural.

* Aceitunas de color cambiante aderezadas en salmuera.
Son las obtenidas tras un tratamiento alcalino y conservadas por fermentacion

natural, en salmuera simplemente y/o mediante tratamiento térmico.

* Aceitunas de color cambiante al natural en salmuera.
Tratadas directamente con salmuera, conservadas por fermentacion natural y

listas para el consumo.

* Aceitunas negras aderezadas.

Se conocen también como ennegrecidas por oxidacién o simplemente como
aceitunas negras. Se obtienen por oxidacion en medio alcalino, a partir de
frutos que no han alcanzado su completa madurez, y se conservan en

salmuera mediante un proceso de esterilizacion por calor.
* Aceitunas negras aderezadas en sal seca.

Obtenidas a partir de aceitunas negras aderezadas dispuestas en capas

alternativas de aceitunas y sal seca o por pulverizacién con sal seca.
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* Aceitunas negras naturales en salmuera.

Aceitunas de este tipo tratadas directamente con salmuera. Tienen un sabor a
fruto mas acentuado que las negras naturales aderezadas y mantienen
generalmente un ligero amargor. Se conservan por fermentacion natural en
salmuera, por esterilizacion o pasterizacion, o mediante un agente de

conservacion.

* Aceitunas negras naturales aderezadas.
Obtenidas a partir de frutos de este tipo tras un tratamiento alcalino, y
conservadas por fermentacion natural en salmuera, por esterilizacion o

pasterizacion, o mediante un agente de conservacion.

* Aceitunas negras naturales en sal seca.
Obtenidas de frutos cogidos en plena madurez que se conservan con capas

alternativas de sal seca o por pulverizacion con sal seca.

» Aceitunas negras naturales arrugadas naturalmente.
Son las obtenidas de frutos cogidos después de su completa maduracion,
arrugadas en el arbol y tratadas directamente con salmuera o conservados con

capas alternativas de sal seca.

* Aceitunas negras naturales, punzadas en sal seca.
Obtenidas de frutos cogidos en plena madurez y que previa perforacion de la
cuticula, se conservan con capas alternativas de sal seca o por pulverizacion

con sal seca.

* Aceitunas negras naturales deshidratadas.
Obtenidas de frutos maduros después de haber sido escaldados y parcialmente

deshidratados en sal, mediante calor muy suave.

» Aceitunas machacadas (partidas voluntariamente).

Obtenidas de frutos enteros, frescos o previamente tratados con salmuera, de
cualquier tipo, sometidos a un procedimiento destinado a abrir la pulpa sin
fracturar el hueso, que permanece entero en el fruto. Pueden tratarse con una

lejia ligera y se conservan en una salmuera, eventualmente aromatizada, con o
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sin adicion de vinagre. Pueden presentar distintas variantes segun el tipo de
aceitunas (verdes, de color cambiante, etc.) y dependiendo de que se traten o

no con lejia (aderezadas o al natural).

* Aceitunas seccionadas (rayadas).

Son las pertenecientes a cualquiera de los tipos, seccionadas en sentido
longitudinal mediante incisiones practicadas en la piel y parte de la pulpa y
puestas en salmuera, con vinagre o sin €l, pudiendo incorporarse a la misma
aceite de oliva y agentes aromatizantes. Pueden presentar, por tanto, distintas
variantes, dependiendo del tipo de aceitunas, y segin sean aderezadas o al

natural.

* Especialidades.

Las aceitunas pueden prepararse de formas diferentes o complementarias de
las indicadas anteriormente. Estas especialidades conservan la denominacion
de “aceitunas” siempre que los frutos utilizados respondan a las definiciones
generales establecidas por las normas. Las denominaciones empleadas para las
mismas deben ser lo suficientemente explicitas para no suscitar confusién en
los compradores o consumidores, en cuanto al origen y naturaleza del
producto, y especialmente con respecto a las denominaciones establecidas en

la Reglamentacion.

1.3.3.7 Principales variedades de aceituna que se cultivan en Espaina

Seglin su importancia y difusion, las variedades de olivo cultivadas en Espana
se clasifican en: principales (gran superficie cultivada y dominan, al menos, una
comarca), secundarias (plantaciones regulares pero que no llegan a dominar ninguna
comarca), difundidas (como arboles aislados en varias comarcas) y locales arboles
aislados en una comarca). De las 24 variedades principales cultivadas en Espana

(Tabla 1.10), destacan, especialmente en Andalucia:
Manzanilla, es la variedad de aceituna de mesa de mayor difusion

internacional. Se cultiva el la provincia de Sevilla y se destina fundamentalmente a la

elaboracion de aceitunas verdes aderezadas en salmuera. Se conoce como aceituna
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sevillana en Espana y como aceituna espanola en el extranjero. Es una variedad de
vigor reducido y se adapta facilmente al cultivo en plantaciones intensivas.

Es susceptible a la asfixia radical, a la clorosis férrica en suelos calizos y al frio
invernal. Tiene una capacidad de enraizamiento media y su entrada en produccion es
precoz. Su época de floracion es media y su polen presenta elevada capacidad para
germinar, en Espafa se cultiva sin polinizadores.

Su productividad es elevada y alternante, y su época de maduracion es precoz
y presenta elevada resistencia al desprendimiento. En Espana se recoge verde para el
aderezo por fermentacion al estilo sevillano, en Estados Unidos se recoge en envero,
para su aderezo en negro por oxidacion al estilo californiano. Suele ser la variedad de
mesa mas apreciada internacionalmente tanto por su productividad como calidad de
su fruto.

Su contenido en aceite es medio y de gran estabilidad y calidad. La separacion
de la pulpa del hueso es facil. Se considera muy sensible a verticilosis y sensible a

repilo, tuberculosis, lepra y mosca.

Gordal, también esta vinculada a la provincia de Sevilla. Tiene un fruto de
gran tamano algo asimétrico usado para aderezo. Es una variedad vigorosa cuando
esta injertada y presenta escaso vigor en sus propias raices. Se considera tolerante al
frio invernal y humedad pero es susceptible a la sequia. Su capacidad de
enraizamiento por estaquillado semilenoso es muy baja, asi que normalmente se
recurre al injerto para su propagacion.

Su entrada en produccion es media con una época de floracion media, es
considerada autoincompatible, de elevado aborto ovarico y con un polen de muy baja
germinabilidad. Tiene una productividad baja y alternante. La época de maduracion
de sus frutos es precoz y se destinan exclusivamente para el aderezo ya que su
contenido en aceite es muy bajo.

Como aceituna de mesa es muy apreciada por el gran tamano de sus frutos
mas que por su calidad. La separacion de la pulpa del hueso es dificil y su débil
textura, sensibilidad al cocido y tendencia al “alambrado” exigen un proceso
industrial muy cuidadoso.

Su relacion pulpa/hueso es alta y produce dos tipos de frutos: los normales y
los “zofairones”, que son fruto partenocarpicos que detienen su desarrollo
prematuramente y maduran antes. Es resistente a repilo y susceptible a tuberculosis
y aceitunas jabonosas (enfermedad también conocida por Antracnosis, Lepra o

Momificado).
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Hojiblanca, es una variedad dominante en Malaga y Cordoba, valida para
aceite y para aceituna de mesa, tanto verde como negra. Es muy apreciada para su
elaboracion como aceitunas negras y aderezadas en salmuera. Tiene un
enraizamiento facil y es resistente a suelos calizos. Presenta resistencia a la sequia y
tolerancia al frio invernal. Su entrada en produccién es media y época de floracion de
media a tardia. Es autocompatible y su polen es de una calidad media.

Presenta una maduracion tardia y la productividad es elevada alternante. Sus
frutos presentan elevada resistencia al desprendimiento, esto hace que se dificulte su
recoleccion mecanizada. Tienen doble aptitud y se consideran adecuados para el
aderezo por la textura firme de su pulpa y también para aceite, apreciado por su
calidad, aunque presentan un contenido bajo y de baja estabilidad. La separacion de
la pulpa del hueso es dificil. Es considerada susceptible a repilo, tuberculosis y

verticilosis, al igual que no destaca por su resistencia a mosca y lepra.

Cacereiia, o0 manzanilla cacerena, es una variedad poco vigorosa con una
buena adaptacion a suelos pobres y al frio invernal. Su capacidad de enraizamiento
es muy alta. La entrada en produccion es precoz y su época de floracion es temprana,
también considerada autocompatible y de bajo porcentaje de aborto ovarico con una
productividad alta y constante.

La maduracion de sus frutos es precoz y presentan baja fuerza de retencion, lo
que facilita su recoleccion mecanizada. Es muy apreciada para aderezo, tanto en
verde como en negro, por la calidad de su pulpa. Su contenido en aceite es bajo
aunque de calidad y la separacion de la pulpa del hueso es facil. Es susceptible a

verticilosis y tolerante a mosca y tuberculosis.

Picual, asi denominada por el apice apuntado en su fruto, aunque es conocida
con otras muchas denominaciones. Es la principal variedad por superficie cultivada
en Andalucia al ser muy apreciada por su precoz entrada en producciéon, alta
productividad, rendimiento graso y su facilidad de cultivo.

Aunque su aceite es de calidad media destaca por su alto contenido en acido
oleico e indice de estabilidad, tolerante a tuberculosis pero muy susceptible a repilo y

verticilosis.

Carrasqueiio de Cordoba, también conocido como Picudo. Es probablemente

la variedad mas emblematica de Cordoba y esta amparada bajo la Denominacion de
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Origen de Baena y Priego de Cordoba. Es una variedad vigorosa y adaptada a zonas

calizas. Es valorada por su elevado rendimiento graso y por las excelentes

caracteristicas organolépticas de su aceite. Tiene una gran capacidad germinativa.

Tiene una época de floracion entre media y tardia y una maduracion tardia. La

elevada fuerza de retencion de los frutos dificulta la recoleccion mecanizada. Presenta

una doble aptitud aunque su principal destino es el aceite. Es muy sensible a repilo y

tuberculosis.

En la Figura 1.4 (Barranco D. et al., 2008) pueden verse los frutos de las

principales variedades, asi como su proporcion entre la pulpa y el hueso.

Tabla 1.10. Principales variedades de olivo cultivadas en Espana

Variedad Superficie (ha) Destino Localizacion
Picual 860000 A Jaén, Cordoba, Granada
Cornicabra 269000 A Ciudad Real, Toledo
Hojiblanca 217000 A/M Cérdoba, Malaga, Sevilla
Lechin de Sevilla 105000 A Sevilla, Cadiz
Manzanilla de Sevilla 85000 M Sevilla, Badajoz
Morisca 74000 A Badajoz
Empeltre 72000 A Zaragoza, Teruel, Baleares
Arbequina 71000 A Lérida, Tarragona
Manzanilla Cacerena 64000 A/M Caceres, Salamanca
Picudo 60000 A Cordoba, Granada
Farga 45000 A Castellon, Tarragona
Lechin de Granada 36000 A Granada, Almeria, Murcia
Verdial de Huelva 34000 A Huelva, Sevilla
Gordal Sevillana 30000 M Sevilla
Verdial de Badajoz 29000 A Badajoz, Caceres
Morrut 28000 A Tarragona, Castellon
Sevillenca 25000 A Tarragona, Castellon
Villalonga 24000 A Valencia
Castellana 22000 A Guadalajara, Cuenca
Verdial de Vélez-Mdlaga 20000 A Malaga
Alorena 17000 A/M Malaga
Blanqueta 17000 A Alicante, Valencia
Changlot Real 5000 A Valencia
Alfafara 4000 A Valencia, Albacete
Otras 67000
ESPANA 2280000

Clave: A: Aceite; M: Mesa

Fuente: Inventarios Agronémicos del olivar
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Figura 1.4 Principales variedades de aceitunas en Andalucia

Clave: [1] Carrasquefnio de Coérdoba; [2] Manzanilla; [3] Picual; [4] Hojiblanca; [5] Cacerena;
[6] Gordal

1.3.4 Norma Comercial Aplicable a las aceitunas de mesa
(Fuente: COI. Resolucion n° RES-2/91-IV/04)

La Norma Comercial aplicable a las aceitunas de mesa COI/OT/NC n°l de
diciembre de 2004, sustituye y deroga la Norma cualitativa unificada aplicable a las
aceitunas de mesa en el comercio internacional T/OT/Doc. n°® 15 de 2 de octubre de
1980 revisada en 1981.

Los Miembros adoptaran, segin sus respectivas legislaciones, todas las

disposiciones oportunas con vistas a la aplicacion de la Norma adoptada y
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comunicaran dichas disposiciones a la Secretaria Ejecutiva en cuanto hayan sido
adoptadas.

Los Estados no miembros que intervienen en el comercio internacional de las
aceitunas de mesa son invitados a tomar en consideracion la Norma adoptada y a
adaptar sus reglamentaciones a las disposiciones de dicha Norma.

Se recogen so6lo en las normas del COI, CODEX y en las espanolas, tanto
internas (Reglamentacion Técnico-Sanitaria) como para el comercio exterior (Norma
de Calidad para la Exportacion).

Pretenden asegurar unos requerimientos minimos en el producto terminado
tanto en condiciones generales como en su composicion.

Asi pues, las aceitunas de mesa, tras su seleccion y envasado, deberan
presentarse:

- Sanas

- Limpias

- Exentas de sabor y olor anormales

- Con la madurez adecuada

- Exentas de defectos que puedan afectar a su consumo o conservacion

- Sin materias extranas

- Sin sintomas de alteracion en curso o fermentaciéon anormal

- Calibradas (sélo para enteras, deshuesadas, rellenas y mitades)

- De una sola variedad en el mismo envase

- De color uniforme, excepto alinadas y de color cambiante

- Exentas de gérmenes patégenos o de sus toxinas

Para el uso de ingredientes se autoriza el empleo de los siguientes
productos, que deberan cumplir los requisitos que les exijan sus

reglamentaciones especificas, si las hubiere:

- Aceituna

- Agua

- Sal (cloruro sodico)

- Vinagre

- Aceite de oliva

- Azucares alimentarios

- Rellenos (anchoa, pimiento, cebolla, etc., y sus pastas preparadas)

- Especias o hierbas aromaticas o sus extractos
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- Salmuera (acidez minima: 0,4 % en el caso de fermentacion natural. Uso de

salmuera madre solo para envases a granel. Limpia y transparente para vidrio.

Esta definicion de la salmuera puede generar algunas dificultades ante la
reutilizacion de las mismas, como una medida de lucha contra la contaminacion.
Seria necesario contemplar la posibilidad de usar la salmuera madre también para los
envasados siempre y cuando se aplicaran los métodos adecuados para su
regeneracion.

En funcion de la preparacion comercial se marcan los limites de pH y sal en la
salmuera de envasado. Deben respetarse escrupulosamente para evitar problemas
sanitarios o de alteracion del producto.

Otro apartado se refiere a los aditivos autorizados. En estos momentos, los
mismos estan regulados por una Directiva de tipo horizontal del Parlamento Europeo
(Directiva 2001/5/CE, de 12 de febrero), incorporada al ordenamiento juridico espafol
mediante del Real Decreto 142/2002, de 1 de febrero, por el que se aprueba la Lista
Positiva de Aditivos para su uso en la elaboracion de productos alimenticios.

En su aspecto de proteccion al consumidor la aceituna de mesa ha quedado
afectada por la Directiva 1993/43/CE, de 14 de junio, relativa a la higiene de los
productos alimenticios e incorporada al régimen juridico espanol en el Real Decreto
2207/1995, de 28 de diciembre. En ella se establece la obligatoriedad de implementar
métodos eficaces de control siguiendo los principios en los que se basa el sistema de
Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC). La misma Directiva
recomienda la puesta en practica de Planes Generales de Higiene (PGH) y la
aplicacion de las normas de la serie ISO 9000, que abarcan a la totalidad de los
diferentes aspectos de la empresa entre los que sin duda se encuentra el control
microbiologico.

Respecto a la clasificacion cualitativa tiene una aplicacion reducida en las
normas del COI, CODEX y espanolas. Se limita a establecer tres categorias
comerciales con unas determinadas tolerancias en defectos. Otros factores
importantes en la valoraciéon economica del producto como son la variedad y el
tamano del fruto tienen escasa relevancia.

En el producto acabado, todas las normas establecen el calibrado. Sin
embargo, Unicamente las normas estadounidenses ofrecen una denominacién para
los diferentes calibres. Para aceitunas verdes, éstos son iguales en todas las normas
(aunque en las de Estados Unidos se aprecian ciertas agrupaciones). Sin embargo, en

aceitunas negras los Estados Unidos adoptan una escala diferente. Si se quiere
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exportar a ese pais, hay que atenerse a ello y asi lo aceptan las normas espanolas de
exportacion.

Las categorias comerciales tampoco son, desafortunadamente, definidas de la
misma forma en las normas del COI o en las espanolas y en las normas de Estados
Unidos. Las normas del COI (y espanolas) hacen esta clasificacion principalmente en
funcién de los defectos de color, forma, epidermis y firmeza de la pulpa que presentan
los frutos. En las de Estados Unidos la clasificacion es mas compleja.

En general, todas las normas requieren que el color sea apropiado al tipo de
que se trate y que sea homogéneo. Por lo que respecta a la textura, que sea también
la adecuada y no estén blandas en exceso. Esto significa que las aceitunas deben
recogerse formando partidas homogéneas en estos dos atributos o separarse cuando

entren en la fabrica.

1.3.4.1 Factores esenciales de composicion

Los ingredientes basicos seran las aceitunas, tal como han sido definidas en la
Norma, con o sin liquido de gobierno.

Las salmueras de acondicionamiento designan a las disoluciones de sales
alimentarias en agua potable, adicionadas o no, en todo o en parte, de ingredientes
mencionados anteriormente. La salmuera debera estar limpia y exenta de materias
extranas no autorizadas, y ajustarse a las normas de higiene definidas en el punto 6
de la Norma (ver epigrafe 1.3.4.5). Las caracteristicas fisicoquimicas de la salmuera
de acondicionamiento o del jugo tras equilibrio osmético se muestran en Tabla 1.11,
a su vez, las caracteristicas del tratamiento térmico de pasteurizacion o esterilizacion

aplicado a las aceitunas de mesa en Tabla 1.12.
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Tabla 1.11 Clave: PCQ: Propias caracteristicas quimicas; ATM: Atmoésfera modificada; C:
Adicion de conservantes; R: Refrigeracion; P: Pasteurizaciéon; E: Esterilizacion; BPF: Buenas

practicas de fabricacion.

Concentracion
minima de Cloruro Acidez minima
Preparaciones Sodico % Limite maximo de pH % Acido Lactico
PCQ, PCQ, PCQ,
ATM C,R P,E ATM C,R P, E ATM C,R P, E
Aceitunas
5 4 BPF 4,0 4,0 4,3 0,5 0,4 BPF
aderezadas
Aceitunas al
6 6 BPF 4.3 4.3 4.3 0,3 0,3 BPF
natural
Aceitunas

deshidratadas | 10 10 BPF | BPF | BPF | BPF | BPF | BPF | BPF
y/o arrugadas

Aceitunas

ennegrecidas BPF BPF BPF BPF BPF BPF BPF BPF BPF
por oxidacion

Tabla 1.12 Clave: P: Pasteurizacion; E: Esterilizacion;
UP z,: Unidades de pasteurizacion. Son los coeficientes de letalidad acumulada
en procesos térmicos a temperaturas inferiores a 100 °C. En el caso de las
aceitunas de mesa, se toman como microorganismos de referencia las bacterias
propionicas, cuya ecuacion para los tiempos de destruccion térmica se define por

una temperatura de referencia de 62,4 °C y una pendiente z de 5,25.

tr: Temperatura de referencia. Es la que corresponde a un “tiempo de reduccion
decimal” y que junto a la pendiente z define la representacion logaritmica de la

curva T.D.T. (Tiempo de Destruccion Térmica) de un microorganismo especifico.
z: Es la pendiente de la representacion logaritmica de los “tiempos de

destruccion térmica” en funcion de la temperatura (curva T.D.T.) y equivale al

numero de grados necesarios para que la curva complete un ciclo logaritmico.
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F, z 4= Valor de esterilidad acumulada: es la integral, o suma de los valores de
letalidad parcial, alcanzados durante el proceso de esterilizacion y expresados en
términos de tiempos de exposicion a una temperatura de referencia. Cuando la
temperatura de referencia tr se fija en 121 °C y la pendiente z en 10 °C se

obtiene el valor Fo para las aceitunas ennegrecidas por oxidacion.

Tiempo de reduccion decimal: Tiempo de exposicion al calor, expresado en
minutos, necesario para reducir en una décima parte la poblacion activa de una

suspension bacteriana.

Tiempo de destruccion térmica: Es el tiempo de exposicion al calor, a una
temperatura y condiciones determinadas, necesario para reducir un factor de

1012 la poblacién microbiana inicial.

Coeficiente de letalidad: Es el reciproco del nuimero de minutos precisos de
exposicion al calor para ocasionar la muerte de un microorganismo especifico a

una temperatura determinada.

Unidades minimas de letalidad microbiana
Preparaciones
UP 525654 ¢ Fo 10 101 oc

P E
Aceitunas aderezadas 15 -
Aceitunas al natural 15 -
Aceitunas deshidratadas y/o arrugadas 15 -
Aceitunas ennegrecidas por oxidacion - 15

1.3.4.2 Factores esenciales de calidad
Las aceitunas de mesa deberan tener el sabor, el olor, el color y la textura

caracteristicos del producto y ajustarse a las normas de higiene definidas en el punto

6 de la Norma (ver epigrafe 1.3.4.5).
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Haciendo una clasificacion cualitativa, y segin los defectos y tolerancias que
figuran en la Norma, las aceitunas se clasificaran en una de las tres categorias
comerciales siguientes:

- Extra: Se consideraran comprendidas dentro de esta categoria las aceitunas
de calidad superior que posean en grado maximo las caracteristicas propias de su
variedad y su preparacion comercial. No obstante, siempre que ello no afecte al buen
aspecto del conjunto ni a las caracteristicas organolépticas de cada fruto, podran
presentar muy ligeros defectos de color, forma o firmeza de pulpa o epidermis. En esta
categoria solamente podran clasificarse las aceitunas enteras, partidas, seccionadas,
deshuesadas o rellenas de las variedades mas selectas, siempre que su calibre sea
superior a 351/380.

- Primera o “I” o Selecta: En esta categoria se incluiran las aceitunas de buena
calidad, con un grado de madurez adecuado y que presenten las caracteristicas
propias de su variedad y preparacion comercial, siempre que ello no afecte al buen
aspecto del conjunto ni a las caracteristicas organolépticas individuales de cada fruto,
podran presentar ligeros defectos de color, forma, epidermis o firmeza de pulpa.
Podran clasificarse dentro de esta categoria todos los tipos, preparaciones y
presentaciones de aceitunas de mesa, salvo las "troceadas", las "rotas" y la "pasta de
aceitunas".

- Segunda o “II” o Estandar: Comprendera las aceitunas de mesa que, no
pudiendo clasificarse en las dos categorias anteriores, respondan a las condiciones

generales definidas para las aceitunas de mesa.

Defectos y Tolerancias en aceituna de mesa
e Definicion de los defectos
- Materias extranas inocuas: toda materia vegetal, como por ejemplo, hojas o
pedunculos aislados, que no sea nociva para la salud ni indeseable
estéticamente, excluidas las sustancias cuya adicion se autoriza en la Norma.
- Frutos manchados: aceitunas que presenten marcas superficiales que
penetren o no en la pulpa, con una superficie superior a 9 mm?2.
- Frutos mutilados: aceitunas danadas por desgarraduras del epicarpio hasta

el punto de que una parte importante del mesocarpio esté al descubierto.
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- Frutos rotos: aceitunas danadas hasta el punto de que su estructura normal

se vea alterada.

- Frutos arrugados: aceitunas anormalmente arrugadas hasta el punto de que
su aspecto se vea alterado. No se consideraran como defecto las arrugas

superficiales ligeras presentadas por determinadas preparaciones comerciales.

- Textura anormal: aceitunas excesiva o anormalmente blandas o duras en
comparacion con la preparacion comercial considerada y con la media de una

muestra representativa del lote.

- Coloracion anormal: aceitunas cuya coloracion difiera netamente de la que
caracteriza la preparacion comercial considerada y de la media de una muestra

representativa del lote.

- Pedunculos: pedunculos adheridos a la aceituna y que sobresalgan mas de
3 mm de la parte mas saliente de la aceituna. Esto no se considera como un

defecto en las aceitunas enteras presentadas con pedunculo.

- Defectos del relleno: aceitunas presentadas como aceitunas rellenas, total o
parcialmente vacias en comparacion con la preparacion comercial considerada

y con la media de una muestra representativa del lote.

- Huesos o fragmentos de huesos (salvo para las aceitunas enteras): huesos

enteros o fragmentos de hueso cuyo eje mas largo mida mas de 2 mm.

e Tolerancias de defectos
Las tolerancias maximas de defectos en cada categoria comercial y tipos de

aceituna se muestran en Tabla 1.13.

Tabla 1.13. La evaluacion de las tolerancias se realizara con una muestra minima
de 200 aceitunas recogida segin los Planes de Muestreo para Alimentos

Preenvasados (NQA 6,5) (CODEX STAN 233-1969).
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Categoria Extra

Categoria I

Categoria II

Verdes

Ennegrecidas

por oxidacién

Color
cambiante

y Negras

Verdes

Ennegrecidas
por

oxidacion

Color
cambiante

y Negras

Verdes

Ennegrecidas
por

oxidacion

Color
cambiante

y Negras

Deshuesadas

o rellenas

Tolerancias
maximas en

% de frutos

Huesos y/o
fragmentos de

hueso

Frutos rotos

Defectos del

relleno

Aceitunas

colocadas

Aceitunas

tiradas

Enteras,
deshuesadas

o rellenas

Tolerancias
maximas en

% de frutos

Frutos

manchados

10

12

Frutos

mutilados

10

Frutos

arrugados

10

Textura

anormal

10

10

12

Color anormal

Pedlnculos

10

10

12

Acumulacion
maxima de
tolerancias
para estos

defectos

12

12

12

17

17

17

22

22

22

Tolerancias

maximas en

unidades por
kilo o por

fraccion

Materias
extrafas

inocuas
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NOTA: Para aceitunas presentadas en mitades, en cuartos, en gajos, en lonjas o rodajas,
troceadas, rotas, aceitunas para ensalada (salvo su preparacién con aceitunas enteras), en
pasta de aceituna: se tolera la presencia de un hueso o de un fragmento de hueso por cada

300 g de contenido neto escurrido de pulpa de aceitunas.

1.3.4.3 Aditivos alimentarios y coadyuvantes tecnolégicos.

Las sustancias siguientes podran utilizarse solas o en cualquier combinacion:

Dosis maxima: g/kg [1]

Conservantes

Acido benzoico y sus sales de sodio o de 1 g/kg (expresada en acido benzoico)

potasio

Acido sérbico y sus sales de sodio o de 0,5 g/kg (expresada en acido sérbico)

potasio
Acidificantes

Acido lactico 15 g/kg

Acido citrico 15 g/kg

Acido L(+) tartarico 15 g/kg

Acido acético Limitada por las BPF
Antioxidante

Acido L-ascorbico Limitada por las BPF
Estabilizantes [2]

Gluconato ferroso 0,15 g/kg en Fe total

Lactato ferroso 0,15 g/kg en Fe total
Aromatizantes

Aromatizantes naturales definidos por el
Limitada por las BPF
Codex Alimentarius

Potenciadores del sabor

Glutamato monosoédico Sg/kg
Otros [3]

Endurecedores
Cloruro calcico Limitada por las BPF
Lactato calcico Limitada por las BPF
Citrato calcico Limitada por las BPF
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Espesantes y aglutinantes [4]
Espesantes y aglutinantes para uso Limitada por las BPF
alimentario [3]

Otros aditivos [3]

Coadyuvantes tecnolégicos

Cultivos de microorganismos lacticos Limitada por las BPF
Nitrogeno, Gas carbonico, Lactato de Limitada por las BPF
manganeso.

Gluconato de manganeso, Hidréxido de sodio
L ) Limitada por las BPF
o de potasio, Acido clorhidrico.

Clave: [1] Expresada en peso de la pulpa
[2] Para mantener el color de las aceitunas ennegrecidas por oxidacion
[3] Definidos por el Codex Alimentarius para este producto

[4] Solamente para las pastas destinadas al relleno

1.3.4.4 Contaminantes

Las aceitunas de mesa de mesa deberan ajustarse a los limites de
contaminantes establecidos para este producto por la Comisiéon del Codex

Alimentarius.

1.3.4.5 Higiene

Se recomienda que las aceitunas de mesa se preparen y manipulen de
conformidad con las secciones pertinentes del Cddigo Internacional de Prdacticas
Recomendado. Principios Generales de Higiene de los Alimentos (CAC/RCP 1-1969,
Rev. 3- 1997, enmendado en 1999), con el Cédigo de Prdcticas de Higiene para
Alimentos poco Acidos y Alimentos poco Acidificados Envasados (CAC/RCP 23-1979,
Rev. 2-1993) y con los demas documentos Codex pertinentes, como los codigos de
practicas de higiene y demas codigos de practicas.

Los productos deberan ajustarse a todo criterio microbiologico establecido de
conformidad con los Principios para el Establecimiento y la Aplicacién de Criterios
Microbiolégicos para los Alimentos (CAC/GL 21-1997).

En la medida en que lo permitan las buenas practicas de fabricacion, las

aceitunas de mesa no deberan contener materias objetables.
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Las aceitunas y la salmuera deberan estar exentas de toda alteracion
microbiolégica provocada en particular por una fermentacion putrida, butirica o
“zapatera”.

Analizadas con métodos apropiados de muestreo y examen, las aceitunas de
mesa:

- No deberan contener microorganismos patogenos y contaminantes capaces de
reproducirse en el producto en condiciones normales de almacenamiento; y

- No deberan contener ninguna sustancia que derive de microorganismos en
cantidades que puedan representar un peligro para la salud.

Las aceitunas fermentadas conservadas a granel en un liquido de gobierno
podran contener los microorganismos presentes durante la fermentaciéon, en especial
bacterias lacticas y levaduras. El numero de estos microorganismos (bacterias
lacticas y/o levaduras) contados en un medio de cultivo selectivo podra, en cada caso,
ser de 10° u.f.c. (unidades formadoras de colonias)/ml de salmuera o por gramo de
pulpa segun el nivel de fermentacion.

Las aceitunas conservadas por esterilizacion térmica (como las aceitunas
ennegrecidas por oxidacion) deberan haber recibido un tratamiento de transformacion
suficiente, tanto en tiempo como en temperatura, para destruir las esporas de
Clostridium botulinum.

Por ultimo, Las aceitunas deberan etiquetarse de conformidad con la Norma
General del Codex para el Etiquetado de Alimentos Preenvasados (CODEX STAN 1-
1985, Rev. 1-1991, enmendada en 2001).

1.3.5 El sector Agroalimentario Espainol

La industria alimentaria representa una parte muy importante del producto
industrial de Espana, con un cifra de produccién superior a los 55.000 millones de
euros y un empleo directo generado de mas de 380.000 trabajadores (M.A.P.A., 2002).

En cuanto a su tejido empresarial se puede senalar la concurrencia de un gran
numero de pequenas y medianas empresas y, por otro lado, de un reducido numero
de grandes firmas que, sin embargo, controlan cuotas de mercado muy significativas.
Al mismo tiempo conviven grandes companias multinacionales y empresas de capital
espafol de tamano no desdenable, que ademas se encuentran en la vanguardia
competitiva de sus respectivos subsectores.

La industria alimentaria es un sector de importancia estratégica para el pais y

presenta oportunidades de desarrollo que deben ser aprovechadas. Esto es mas
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necesario si cabe en Andalucia, donde se encuentra una gran parte de la produccion
bruta de alimentos, pero no hay un aparato industrial comparable al de otras zonas
de Espana. En consecuencia, muchas veces los productos agricolas se venden en
bruto, perdiendo el valor anadido que se obtiene al adecuarlos a los requisitos que el

consumidor pide, los que son cada vez mas exigentes.

1.3.5.1 Modelo alimentario espaiol

Los modelos alimentarios de los paises evolucionan paralelamente a su
desarrollo econdomico, social y cultural. Por tanto, para analizar el modelo
agroalimentario espanol tenemos que tener en cuenta la evoluciéon que ha sufrido la
sociedad y la economia espafola.

A pesar de la actual situacion economica, en la que se ha visto reducido
notablemente el crecimiento industrial precedente, entre otros, Espana conoci6 en las
ultimas décadas un sensible desarrollo econémico y social, que se constata en los
niveles de renta y de consumo, en la mejora de infraestructuras y en los usos y
costumbres de una sociedad que ha evolucionado de forma vertiginosa hasta
integrarse de forma plena con los principales paises europeos.

Este escenario ha englobado al sector agroalimentario en sus multiples
vertientes: la produccion de materias primas; la transformaciéon industrial; el
comercio exterior, importaciones y exportaciones de materias primas y de productos
transformados; la distribucion comercial y la relacion final entre consumo y dieta
alimentaria.

La evolucion registrada en este sector se puede resumir en los siguientes
aspectos:

En el sector productor, la agricultura espafnola ha tenido que adecuarse a los
criterios que rigen en la Union Europea. Las consecuencias son un mayor
protagonismo del mercado frente al intervencionismo oficial, al menos para el
comercio dentro de la Unién. En cuanto al comercio exterior se le acusa a la Union
Europea de un excesivo proteccionismo, que es contrario a las tendencias actuales de
liberalizacion del mercado mundial.

También se produce un progresivo ajuste de la oferta a la demanda, existiendo
para muchos sectores cuotas de produccion y penalizaciones por excedentes, asi
como una superficie cultivada maxima subvencionable. Este es otro de los aspectos a
destacar, la disposicion de crecientes recursos financieros procedentes de la Union

Europea.
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Finalmente, con la necesidad de ser competitivos han aflorado las carencias
estructurales arrastradas en muchos subsectores, por ello se crearon los programas
de desarrollo, subvencionados con fondos europeos. Igualmente se observa una
disminucioén progresiva de la poblacion activa dedicada a la actividad agraria.

En el escalon industrial, la agro-alimentacion espanola se ha visto inmersa en
una considerable internacionalizacion de su mercado nacional, tanto por la presencia
de capital foraneo en empresas radicadas en Espana, como por la apertura hacia
producciones de otros paises. Entre tanto, algunas empresas nacionales punteras
realizaban el camino en sentido contrario (invirtiendo y vendiendo fuera), mientras
que el sector en su conjunto demostraba un dinamismo importante en cuanto a su
protagonismo dentro del conjunto de la actividad industrial y econoémica.

La distribucion comercial ha acumulado, probablemente, los cambios mas
espectaculares. La irrupciéon de nuevas formas comerciales, y su paulatina
participacion en el mercado, ha traido consigo un nuevo reparto de poderes entre
establecimientos tradicionales, supermercados e hipermercados con unas
consecuencias evidentes para toda la cadena agroalimentaria.

Finalmente, y en parte como causa y efecto de todo lo anterior, los habitos de
consumo y de dieta alimentaria han ido evolucionando en Espana hacia una
paulatina homogeneizaciéon con el resto de paises de la Union Europea. Mayor
homogeneidad que pasa, entre otros aspectos, por la exigencia y la existencia de una
mayor seguridad alimentaria, la presencia creciente de productos transformados y
una preocupacion generalizada por el consumo de productos calificados como "sanos

y naturales".

1.3.5.2 Bisqueda de la calidad alimentaria.

Espana ha sido y es uno de los principales defensores y promotores dentro de
la Union Europea de un sector agroalimentario de calidad, entendido este concepto
como relacion con el origen geografico o las técnicas de elaboracion de determinadas
producciones.

La Unién Europea, como ocurre en otras areas del mundo con economias y
agriculturas desarrolladas, ha superado, afortunadamente, el objetivo de
abastecimiento y seguridad alimentaria, que figuraban como condicion basica en los
principios fundacionales de la Politica Agraria Comun. En este contexto, el concepto
de calidad alimentaria, entendido como disposicion de alimentos suficientes y en

unas correctas condiciones higiénico-sanitarias, pasa a ser sustituido por el de
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producciones que se diferencian por sus especiales técnicas de elaboracion y ligados
generalmente a denominaciones geograficas (Marsilio V, 2002).

Actualmente las politicas agroalimentarias intentan combatir las producciones
excedentarias, asi como las técnicas intensivas de produccion, cuyos resultados son a
menudo contradictorios. En muchos productos se sustituye por la busqueda de
producciones con denominacién de origen, que utilizan en su gran mayoria practicas
extensivas y técnicas de produccion perfectamente adaptadas a sus ecosistemas
tradicionales y naturales.

Los sectores productivos que se enmarcan en estas politicas obtienen una
mayor rentabilidad, una mayor concentracion de la oferta y una progresiva y
permanente modernizacion de estructuras, favorecido todo ello por el funcionamiento
de mercados con demanda creciente y alta valoraciéon social. En el escalon industrial,
las producciones ligadas al origen impulsan el desarrollo de estructuras de
transformacién en medios rurales, con una importante presencia de cooperativas y de
pequenas y medianas empresas.

El reto esta para la industria agroalimentaria espafiola en la distribucion
comercial y en la busqueda de nuevos mercados para estos productos. Desde siempre
el problema de Espana ha sido la falta de espiritu mercantilista, lo que ha originado
que a pesar de tener los mejores productos en muchos subsectores alimentarios, no
hayamos logrado imponernos y vender adecuadamente el producto, o al menos, haber
explotado su potencial. Mientras, en otros paises con menor tradicion agricola, pero
que dominan las artes del comercio, exportan sus productos por todo el mundo y a
bajo precio.

Dentro de este contexto, el tener una produccion de calidad debido a su
relacion con el origen y sus técnicas de produccion caracteristicas ayuda, sin lugar a
dudas, a ampliar los horizontes comerciales, no s6lo por las estrategias de

productores e industrias, sino por la presion de la demanda de los consumidores.

1.3.5.3 Denominaciones de Origen como mejora de Ila

competitividad.

El consumo de alimentos muestra una notable inelasticidad respecto a la
renta, una vez alcanzado el nivel correspondiente a un pais industrial avanzado, como
es el caso de Espana. En ese momento la demanda alimentaria se estanca
cuantitativamente y los Unicos nichos para el crecimiento se encuentran en una

mejor presentacion y en una produccion diferencial.
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Estos conceptos se aplican tanto al consumo interno, como al comercio
exterior. La apertura de mercados que conlleva el que Espana se encuentre dentro de
la Union Europea, asi como la progresiva liberalizaciéon de los mercados mundiales,
supone la entrada, via importaciones, de productos antes desconocidos, normalmente
de elevada calidad y presentacion ademas de bajo precio, que compiten directamente
con las producciones propias.

El efecto inverso es que se puede aprovechar un mercado de 500 millones de
consumidores europeos, aumentando las exportaciones de nuestros productos. Para
ello es imprescindible aumentar la competitividad, tanto en precio, como en
presentacion y calidad del producto.

En este sentido se esta desarrollando y ampliando cada vez mas el sistema de
las Denominaciones de Origen. Asi se ratifican los productos que tradicionalmente
han sido amparados por etiquetas de calidad, como por ejemplo los vinos, y se
extiende a nuevos productos, en ocasiones dificilmente imaginables como esparragos,
alubias o carnes.

En el marco europeo, a su vez, se apoya esta tendencia productiva. De hecho
en 1992 se aprobaron dos Reglamentos que dan un marco legal para destacar a las
producciones ligadas al origen y elaboradas con técnicas muy cuidadas, respondiendo
asi al interés demostrado por Espana en esta materia. Este es un hecho historico
para paises que, como Espana, han defendido un concepto “cualitativo” de lo
agroalimentario frente a la posicion puramente “higienista y de seguridad” tendente a
homogeneizar las producciones, defendida por el bloque de los paises del Norte, que
perciben los signos de calidad como simples barreras proteccionistas que es preciso
eliminar.

En estos Reglamentos se indican las caracteristicas de esta "Calidad
Alimentaria", que en la Unién Europea se articula alrededor de tres grandes objetivos:

- Asegurar la variedad de la produccion.

- Representar una via para la diversificacion empresarial.

- Permitir la potenciacion de productos propios, ligados a la nueva idea de

gastronomia, en la que se incluye el concepto de patrimonio cultural.

En definitiva, la realidad actual de la industria agroalimentaria incluye como
elemento imprescindible la calidad higiénica y sanitaria de los productos, incorporada
a toda la legislacion comunitaria y nacional; y ademas como una via de diferenciacion

y de mejora de la competitividad, dentro de un mercado tan amplio y que cada vez lo
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va a ser mas, existen las Denominaciones de Origen, con una legislacion que da un

respaldo oficial a las especificidades de ciertos productos alimentarios.

1.3.5.4 Denominaciones de Calidad en la Union Europea.

El 14 de julio de 1992, el Consejo de Ministros de Agricultura de la antigua
Comunidad Europea aprobo dos Reglamentos destinados a proteger los productos
alimentarios con una definicion geografica o que presenten caracteristicas especificas.

El Reglamento (CEE) n° 2081/1992 relativo a las Denominaciones de Origen
Protegidas (DOP) e Indicaciones Geograficas Protegidas (IGP) de los productos
agricolas alimenticios, y el Reglamento (CEE) n® 2082/1992 relativo a la certificacion
de las caracteristicas especificas de los productos agricolas y alimenticios.

Asi se establecen distintas figuras ligadas al concepto de calidad:

- Denominacién de Origen Protegida (DOP)
- Indicacion Geogrdfica Protegida (IGP)

- Certificacion de caracteristicas especificas.

Las figuras de proteccion DOP e IGP contemplan dos niveles diferentes de
exigencias en la vinculacion del producto con el medio geografico. Ambas definiciones
tienen una parte comun y una que establece netamente la diferenciacion. En la parte
comun, la DOP y la IGP coinciden cuando se asegura que ambas hacen referencia al
nombre geografico de una region o de un lugar determinado.

La diferencia fundamental entre una y otra figura se establece en los siguientes
aspectos:

Para las Denominaciones de Origen, se habla de productos "cuya calidad o
caracteristicas se deban fundamentalmente al medio geografico con sus factores
naturales y humanos, y cuya produccion, transformacion y elaboracion se realicen en
la zona geografica delimitada".

Para las Indicaciones Geograficas Protegidas, se habla de productos "que
posean una cualidad diferencial entre los de su misma naturaleza y que pueda
atribuirse a dicho origen geografico, ya sea por la materia prima base empleada o
porque su transformacién y/o elaboraciéon se realicen en la zona geografica
delimitada".

Estas figuras se inscriben perfectamente en la realidad espanola, siendo la

definicion de Denominacion de Origen concordante con la que existe en Espana,
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mientras que la de Indicacion Geografica puede asimilarse con las Denominaciones
Especificas.

Una diferencia importante con la normativa espanola es que en nuestro
sistema la aplicacion era directa solamente para el vino y otros productos vitivinicolas
o derivados de alcoholes, siendo necesario proceder a sucesivas ampliaciones del
régimen para incluir nuevos productos. Los Reglamentos europeos, sin embargo,
contemplan todos los que se habian incluido en nuestro régimen y bastantes mas, de
hecho, la mayoria de los productos agroalimentarios como carnes, pescados,
crustaceos y moluscos; leche y productos lacteos; huevos de ave; miel; legumbres;
frutos comestibles; cereales; aceites vegetales; etc. No obstante, excluye los productos
del sector vitivinicola y las bebidas espirituosas de su ambito de aplicacion.

Por su parte, la certificacion de caracteristicas especificas viene a sancionar los
métodos tradicionales de elaboracion y el saber hacer de los productores, que en
muchos casos han sido objeto de imitacion. Asi una agrupacion de productores y/o
transformadores que trabajen con el mismo producto pueden solicitar el registro de
esas caracteristicas especificas con un nombre determinado. Estas certificaciones se
conocen también como especialidades tradicionales garantizadas (ETG).

Estos Reglamentos han sido perfectamente adoptados por el sector alimentario
espanol, dando una cobertura legal y un respaldo oficial a los productos ligados al
origen o que presenten caracteristicas especificas. La consecuencia ha sido una
mejora de la competitividad y de la imagen frente al consumidor que sabe que hay un

respaldo serio tras estos productos.

1.3.5.5 Otras figuras de calidad.

Las Denominaciones de Calidad son unas figuras de proteccion muy utilizadas
en el contexto agroalimentario. No existen, en sentido estricto, en otros productos,
s6lo en los agroalimentarios. Se pueden clasificar en dos grandes grupos: las que
gozan de una proteccion especifica por parte de la Administracion como las
anteriormente comentadas Denominaciones de Origen, Denominaciones Especificas y
Especialidades Tradicionales Garantizadas, ademas de las indicaciones Agricultura
Ecologica y Producciéon Integrada; y las que estan reguladas exclusivamente en la ley
de marcas como las Marcas Colectivas y las Marcas de Garantia (con la excepcion de
algunos distintivos de calidad promovidos por la Administracion).

La Agricultura Ecolégica esta regulada en base al Reglamento (CEE)

n° 2092/1991 sobre la produccion agricola ecolégica, y esta alcanzando un gran
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auge. Se trata de un método especifico de produccion, que implica importantes
restricciones en la utilizacion de fertilizantes o pesticidas con el consiguiente beneficio
para la salud y la conservacion del medio ambiente. Protege aquellos productos
agroalimentarios en cuya produccion, elaboracion y conservacion no se han empleado
productos quimicos de sintesis, cumpliendo, ademas, las normas especificas para
cada producto y las Reglamentaciones Técnico-Sanitarias vigentes.

La Produccion Integrada en Andalucia se rige por el Decreto 215/1995 de la
Consejeria de Agricultura y Pesca. Es un sistema menos riguroso que la indicacion
Agricultura Ecologica, permitiendo el uso de fitosanitarios de forma reducida.
Preconiza una agricultura moderna, respetuosa con el medio ambiente, que minimice
el uso de productos quimicos y que permita obtener, a la vez, productos con un alto
rendimiento.

Las marcas colectivas pueden ser solicitadas por las asociaciones de
productores, fabricantes, comerciales o prestadores de servicios para diferenciar en el
mercado los productos o servicios de quienes no forman parte de dicha asociacion.
Las marcas de garantia son el medio o signo que certifica las caracteristicas comunes,
los componentes y el origen de los productos elaborados por personas debidamente

autorizadas y controladas por el titular de la marca.

1.3.5.6 Futuro de la industria agroalimentaria.

Existe un debate sobre si el futuro de la produccion alimentaria se va a
decantar a la concentracion de las empresas que, por una mayor economia de escala
y disponibilidad de recursos economicos, sean capaces de cubrir mas mercado con
una adecuada relacion “beneficio-coste”. Y si, como consecuencia de ello, las
producciones menos homogéneas, mas minoritarias, mas personalizadas, acabarian
sucumbiendo.

Esto no tiene que suceder, pues cada tipo de produccion tiene que buscar su
sitio en el mercado. De hecho, en la actualidad, las producciones de calidad
diferenciada tienen un gran futuro, en funcion de que las grandes empresas se van
haciendo mas homogéneas e incluso mas universales en términos geograficos.

Es el principio de la accién y la reaccién. Junto a la alimentaciéon que en
Estados Unidos denominan tipo grazing (pastoreo) existira la degustacion. La etiqueta
nutricional es importante, pero también la que nos asegure unas caracteristicas

organolépticas ligadas al buen hacer y la cultura de los pueblos. Por otra parte, la
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gran empresa no tiene que estar en confrontacion con los denominados productos de
calidad, entendida ésta en el sentido de la diferenciacion y personalidad.

En resumen, junto a las grandes empresas nacionales o multinacionales que
sitGan sus marcas en el mercado al amparo de fuertes campanas de publicidad, se
encuentra el sistema de productos con Denominacion de Origen que presenta la
alternativa de una agricultura diferenciada, con unas normas tradicionales de
elaboracion, que implican generalmente costes superiores, y proporciona la
posibilidad de organizar la economia de las areas agricolas teniendo en cuenta
Unicamente los intereses comunes, sin estar mediatizados por los intereses
particulares de otras empresas ajenas a la zona de produccién. Son una forma de

defender las tradiciones ademas de un medio eficaz de competir en el mercado.

1.3.6 Instalaciones Industriales

Las fabricas de aderezo por regla general disponen de amplias instalaciones
con una tecnologia relativamente sencilla y moderna que requiere, en algunas fases
del proceso un alto indice de empleo de mano de obra.

El desrabado, deshuesado y relleno son operaciones mecanizadas asi como la
operacion de escogido mecanico donde se separan las aceitunas moradas a la
recepcion en la fabrica.

Los fermentadores en las fabricas de aderezo en Andalucia estan distribuidos
principalmente como enterrados (87 %), los aéreos y en bodega son ain minoritarios

(6 % y 7 % respectivamente).

1.3.6.1 Fermentadores

Se denominan fermentadores a los depoésitos, de gran capacidad, en los que
tiene lugar el aderezo y conservaciéon de las aceitunas. Se fabrican en poliéster
reforzado con fibra de vidrio y resinas de tipo alimentario. Los hay de distintas
capacidades, pero los que funcionan mejor son los de 16.000 litros, que pueden
contener de 9.500 a 10.000 kg de aceitunas, dependiendo del tamano del fruto, y de
6.500 a 6.000 litros de liquido. Con capacidades menores aumentan los costes de
instalacion y los de mano de obra por kg de fruto elaborado. Se fabrican también
fermentadores de 24.000 litros de capacidad, que corresponden a 15.000 kg de

aceitunas. Permiten un ahorro de superficie pero pueden presentar problemas en la
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homogeneizacion del conjunto salmuera-aceitunas. En cualquier caso, la altura total
de los fermentadores no debe exceder de 3 metros, ya que con cotas superiores se
aumenta el riesgo de obtener un fruto aplastado. Los fermentadores se pueden
disponer aéreos o enterrados.

Los fermentadores aéreos son de forma cilindrica, por razones de resistencia
mecanica, de 3,1 metros de diametro y 2,3 m de altura (para 16.000 litros de
capacidad). Su parte inferior es un casquete esférico que permite la facil salida del
fruto y la evacuacion total de la lejia, aguas de lavado y salmuera. La parte superior
tiene la misma forma, para que los gases que se producen durante la fermentacion
escapen libremente.

En el casquete esférico inferior se disponen dos valvulas de esfera de PVC, una
para la salida del fruto, y otra con una reja de poliéster para la evacuacion de la lejia
de cocido y aguas de lavado, asi como para la realizacion de las recirculaciones y
correcciones que tienen lugar durante la fermentacién y conservacion. Ademas lleva
tres patas de apoyo.

En el centro del casquete superior se dispone una boca, formada por un
cilindro de 50 6 60 cm @ y 60 6 70 cm de altura, llamada "carrete", por la que se
realiza la carga del fruto, adicion de liquidos, limpieza, etc. Este cilindro sirve de vaso
de expansion que compensa los aumentos y disminuciones de volumen que se
producen por los cambios de temperatura. En la parte inferior del carrete se coloca
una rejilla del mismo material que el fermentador, que encaja en unos pivotes e
impide que el fruto pase a través de ella. Para evitar la entrada de aire la boca lleva
un cierre hidraulico.

Los fermentadores enterrados estan cubiertos hasta el cuello por hormigon
celular o arena. Para ello se realiza una excavacion en la que posteriormente se
introducen. Se construyen de forma esférica, de 3,10 m @, consiguiéndose con ello
una mejor resistencia mecanica que permite reducir el espesor de las paredes y, por
lo tanto, su coste. Los materiales de fabricacion son los mismos, pero su parte
exterior debe protegerse con resinas de poliéster anticorrosivo. La boca es igual que
en los fermentadores aéreos. En la parte inferior, en cambio, la valvula de descarga se

sustituye por una poza.
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1.3.6.2 Sistema tradicional de elaboracion: fermentadores enterrados

Muchas industrias disponen de instalaciones de fermentacién enterradas. De
esta manera se aislan los depoésitos de las fluctuaciones térmicas dia-noche y se
aprovecha la inercia térmica del suelo para la preservacion de las temperaturas
estivales. El objetivo es mantener una buena temperatura de fermentacion el mayor
tiempo posible. Por ello, si la instalacion esta bien construida, las pérdidas de calor
seran pequenas.

Junto a esta instalaciéon, para las operaciones de cocido y lavado, se precisan
un grupo de fermentadores aéreos, que estaran dentro de una nave cubierta donde se
realizan también las restantes operaciones de seleccion, clasificacion, preparaciones y

envasado.

o Caracteristicas constructivas

La instalacion de fermentadores enterrados es sencilla, pero necesita una serie
de operaciones de acondicionamiento del fondo y de las paredes de la excavacion para
evitar problemas. Si no se realizan adecuadamente pueden producirse deformaciones
del fermentador por empuje del terreno, con el riesgo de formaciones de grietas o
fisuras que causan la pérdida y/o la contaminacion de la salmuera.

Por otro lado, si la evacuacion de las aguas subterraneas no se hace
correctamente puede dar lugar a corrosiones o a que el fermentador se mueva o
incluso flote mientras se realiza la carga, descarga o en los periodos en que
permanezca vacio.

Tras la excavacion y preparacion del terreno, en el fondo se dispone una capa
de hormig6n en masa de 10 cm de espesor y una pendiente del 2 %, para conducir las
filtraciones de agua que se puedan producir hacia una arqueta fuera de la zona de
fermentadores. Esta arqueta debe ir provista de un motor bomba para evacuar el
agua acumulada de forma automatica cuando se llega al nivel maximo. Las
filtraciones de agua pueden ser un grave inconveniente en terrenos en los que
durante el invierno el nivel de la capa freatica esta muy alto.

En las paredes laterales de la excavacion se levanta un muro de hormigén en
masa para evitar los empujes laterales del terreno.

Sobre la solera de hormigon se extiende una capa de arena o grava de 30 cm de
espesor con funcion filtrante. A continuacion se pueden colocar los fermentadores

esféricos. Estos se apoyan en una capa de hormigén ciclépeo vertida previamente, de
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altura suficiente para que todo el fondo del fermentador asiente sobre la misma. Esta
capa puede sustituirse por una corona esférica de hormigén en masa, o bien, por
razones economicas, por arena inerte, en cuyo caso hay que compactarla
perfectamente para asegurarse que haya buen asiento. Los fermentadores se colocan
a tresbolillo, con lo que se consigue un ahorro de superficie de terreno, debiendo estar
separados unos de otros de 10 a 12 cm.

Finalmente, se rellena la excavacion hasta el cuello de los fermentadores con
arena inerte o con hormigéon celular, aunque ésta ultima solucion es mas cara. Para
poder andar y trabajar con comodidad, en la superficie se dispone una solera de
hormigén en masa de 10 cm de espesor con pendiente del 2 % hacia las arquetas de

desague.

o Manejo de la instalacion

Ademas de los fermentadores enterrados, la industria debe disponer de unos
fermentadores aéreos para el tratamiento con lejia, lavados y puesta en salmuera del
fruto. Estos estaran en una nave cubierta y apoyados sobre pilares de 1,6 a 1,8 m de

altura.

Carga del fermentador aéreo

Una vez que las aceitunas han sido clasificadas se mandan a los fermentadores
aéreos mediante cintas elevadoras y transportadoras. Previamente los depodsitos se
llenan de agua hasta una cantidad de 4.000 - 5.000 litros. Esta tiene por objeto
amortiguar los golpes que se producirian en el fruto al caer hasta el fondo del
fermentador, e incluso disminuye la altura de caida, homogeneiza y evita el
aplastamiento de las aceitunas durante la carga. No conviene cargar en exceso el
fermentador, debido al crecimiento del fruto que podria ocasionar aplastamientos y a
que se realizan mejor las operaciones si las aceitunas permanecen sueltas.

Una vez lleno de fruto, se abre la valvula de descarga de liquidos hasta tirar
toda el agua y se procede inmediatamente a realizar la adicion de lejia. Esta operacion
no debe durar mas de 10 - 15 minutos, para que no haya diferencias en el tiempo de
contacto de la disolucion de NaOH con las distintas aceitunas. Durante la realizacion
del cocido el fruto absorbe lejia (de SO a 100 1) que habra que reponer antes de que
éste quede en contacto con el aire, evitandose de esta forma las aceitunas negras de

boca.
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El punto final del cocido se determina mediante toma de muestras de varios
puntos, comprobando que la penetracion de la lejia ha alcanzado de dos tercios a tres
cuartos de la distancia de la piel al hueso. Una vez terminado se vacia la lejia e
inmediatamente se cubren las aceitunas con agua. El nuimero y duracion de los
lavados es variable y la tendencia actual, considerando la escasez de agua y la
contaminacién que producen estos vertidos, es dar un solo lavado de unas 12 - 15 h.
Si es preciso rebajar el contenido de sosa residual se anaden los equivalentes precisos
de un acido fuerte, generalmente clorhidrico de tipo alimentario.

Finalizado el lavado, el fermentador se llena de salmuera de una concentracion
de 10 - 11 °Bé. Transcurridas seis u ocho horas se inicia el equilibrio salmuera-
aceitunas, donde éstas dejan de flotar y se puede realizar el trasvase del conjunto a

los fermentadores enterrados.

Trasvase a los fermentadores enterrados

Este trasvase no precisa ningin gasto de energia, ya que debido a la diferencia
de altura se realiza por gravedad, conectando una manguera de plastico flexible de
110 - 120 mm @ a la valvula de salida del fermentador aéreo. No obstante, es
conveniente evitar que el fruto vaya demasiado apretado en la manguera, para lo que
es imprescindible un trasvase de salmuera, con una bomba auxiliar de gran
capacidad desde el fermentador enterrado al aéreo, para que en todo momento sea
mayor la proporcion de salmuera que la de aceitunas, con lo que se evitan los atascos
y el despellejado que en algunas ocasiones se puede producir al ir rodando y rozando

el fruto sobre la pared de la manguera.

Descarga de los fermentadores enterrados

Existen varios procedimientos pero el que presenta mejores resultados es el de
descarga mediante bomba de trasiego. Esta es una bomba especialmente disefiada
para el transporte del conjunto salmuera-aceitunas. A la aspiracion se conecta una
manguera flexible de 110 - 120 mm @ que termina en un tubo de PVC, y que se
introduce hasta el fondo del fermentador. En la impulsién se coloca otra del mismo
diametro que lleva el fruto hasta el separador de salmuera-aceitunas.

Al poner inicialmente la bomba en marcha se necesita disponer de una auxiliar

que hace vacio en la aspiracion de la de trasiego, hasta que la "ceba" o "carga",
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momento éste en el que, mediante unos dispositivos automaticos, se para la de vacio
y se conecta la de trasiego, produciendo un chorro continuo de salmuera-aceitunas.

El caudal de la bomba de trasiego debe ser muy elevado, aproximadamente de
100 m3/hora, a 8 - 10 m de columna de agua y 200 - 300 m de longitud. Con ello se
descarga por completo un fermentador de 16.000 1 de capacidad (10.000 kg de fruto)
en 30 6 35 minutos. Debe instalarse de forma que la aspiraciéon sea lo mas corta
posible, por lo que ha de estar proxima al fermentador a descargar. Ademas, al igual
que en el procedimiento anterior, se necesita disponer de una bomba e instalacion
que reenvie la salmuera al fermentador. Por ello, todo el equipo se monta sobre un
carrito desplazable.

La bomba de trasiego ha facilitado enormemente la descarga y transporte de
las aceitunas, adoptandose en la mayoria de industrias y haciendo mas comodo y

viable el sistema de fermentadores enterrados.

Limpieza de los fermentadores

Es muy importante que una vez que se han vaciado los fermentadores se
proceda a su limpieza y desinfeccion, para evitar que se formen costras y se
desarrollen microorganismos en sus paredes interiores. Esta limpieza debera ser mas
enérgica, si cabe, cuando en el deposito haya tenido lugar una fermentacién anormal
0 una contaminacion.

El método de limpieza mas utilizado es un cepillado manual con agua templada
y detergente desinfectante, que asegura la asepsia. El detergente empleado no debe
ser corrosivo con el material del depdsito, ni irritante o peligroso para el operario
encargado de la limpieza. Un sistema igualmente efectivo y mas comodo consiste en
utilizar boquillas que lanzan un chorro de la solucion esterilizante a altas presiones y

que el operario va dirigiendo hacia la superficie a limpiar.
Ventajas e inconvenientes
Hay industrias que optan por realizar todo el proceso de aderezo y
fermentacion directamente en depodsitos aéreos. Asi se evitan tener que realizar una

instalacion enterrada y los trasvases de aceituna. Esto presenta diversas ventajas:

- Un manejo mas facil del fruto.
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- Poder realizar en el mismo fermentador las operaciones de cocido, lavados,
puesta en salmuera, fermentacion y conservacion del fruto.

- Facil carga y descarga de los fermentadores. El vaciado se realiza por
gravedad mediante manguera de plastico flexible hacia el separador de
salmuera-aceitunas.

- Se detectan y reparan facilmente las posibles fugas de liquido, que pueden
ocasionar la contaminaciéon de la salmuera y el desarrollo de fermentaciones

anormales.

Sin embargo, tiene los inconvenientes de:

- Un mayor coste de la instalacion, entre otros aspectos porque se precisa una
nave de mucha superficie donde contener a los fermentadores aéreos. Ademas
éstos son mas caros que los enterrados.

- Problemas en el desarrollo de la fermentacion. Al no estar los depésitos
aislados la temperatura de la salmuera desciende facilmente, 1o que dificulta el
arranque y retrasa la terminacion del producto.

- Existen riesgos de caidas si no se dispone de unas buenas pasarelas.

Estos inconvenientes hacen que sea mas recomendable la instalaciéon de

fermentadores enterrados que en comparacion presenta las siguientes ventajas:

- Menor coste de la instalacion.

- Se conserva mejor la temperatura de la salmuera. Si la instalacion esta bien
construida se produce mucha menos pérdida de calor.

- Los fermentadores no necesitan valvulas.

- No hay riesgos de caidas.

- Facil manipulacion en la carga de los depésitos.

Este sistema, no obstante, también tiene sus limitaciones:

- Necesita un equipo especial para la descarga del fruto.

- Riesgo de contaminaciones transmitidas por el agua infiltrada que queda
atrapada en el hormigé6n celular.

- Dificil y costosa reparacion de fisuras y poros que suponen la pérdida del

contenido de todo un fermentador.
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- Se necesitan un grupo de fermentadores aéreos para realizar el cocido, lavado
puesta en salmuera, y mano de obra para trasladar el fruto desde los
fermentadores de cocido a los enterrados.

- A pesar del aislamiento, cuando la temperatura ambiente es baja, la
temperatura de la salmuera desciende progresivamente, siendo necesario
calentar periédicamente la salmuera haciéndola pasar a través de un

intercambiador de calor de acero inoxidable.

1.3.6.3 Alternativas al sistema tradicional: bodegas de fermentacion

En un intento de compendiar las ventajas de manejo e higiénico-sanitarias de
los fermentadores aéreos y las mejores condiciones térmicas del sistema enterrado
surgen las bodegas de fermentacion. El objetivo es tener una instalacion moderna y
funcional, donde se obtengan unas buenas condiciones térmicas para el transcurso
de la fermentacion, con la posibilidad de controlarlas y modificarlas, asi como unos

niveles de asepsia que aseguren la calidad sanitaria del producto.

La bodega de fermentacion consiste en disponer fermentadores de tipo aéreo en
unos soétanos, o bodegas, acondicionados para que sean visitables. De esta forma los
operarios controlan periodicamente el estado de los depositos y todos los parametros
de la fermentacion. Ademas se permite la instalacion de un sistema de calefaccion
que pueda mantener la temperatura optima durante el invierno, reduciendo asi la

duracion de la fermentacion.

o Caracteristicas constructivas

Los fermentadores se disponen en un sétano quedando la boca de los mismos
al nivel del patio de la industria, siendo accesibles desde la superficie para las
operaciones de llenado de salmuera y aceitunas, asi como para la descarga. Para las
operaciones de mantenimiento se accede por una escalera al interior del sétano
(Figura 1.5).

La estructura constructiva de la bodega es toda de hormigoén, ya que la
salmuera es muy corrosiva para el acero. Tras la excavacion y acondicionamiento del
terreno se dispone la cimentacion de la estructura. El sistema mas empleado es una

losa de cimentacion de hormigén armado. Debe transmitir adecuadamente al terreno
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el peso de la estructura y el de los fermentadores de aceituna. Esta losa también hace
la funcion de solera de la bodega por lo que su cara superior debera estar
perfectamente lisa para facilitar la limpieza.

El sistema de saneamiento consiste en una serie de desaglies practicados en la
losa de cimentacion y unas tuberias que circulan por debajo de la misma hasta una
arqueta exterior. La losa tendra una pendiente del 2 % hacia los distintos desagties
para la evacuacion de liquidos provenientes de pérdidas de salmuera de los
fermentadores y para las aguas de limpieza de ellos mismos y del s6tano en general.

Para la contencion de tierras, en el perimetro del s6tano se levanta un muro de
hormigén armado. Este muro se puede impermeabilizar en su cara exterior por medio
de una lamina asfaltica.

El cerramiento superior del so6tano se realiza por medio de un forjado
unidireccional, con viguetas de hormigéon armado y bovedillas de poliestireno
expandido. Este es un material ligero y que funciona como aislante térmico. El forjado
se apoya en el muro perimetral y para su sustentacion se han de disponer una serie
de vigas maestras y pilares, todo ello de hormigén armado.

La distribuciéon en planta de los fermentadores y los pilares debe ser tal que
permita un facil acceso a todos los depodsitos, con pasillos adecuados por si fuera
necesaria la introduccion de algun tipo de maquinaria como, por ejemplo, una bomba
de trasiego. Los pilares se disponen de seccion circular para facilitar el paso entre
ellos y los fermentadores. Es conveniente forrarlos con PVC para protegerlos del
ambiente salino creado por la salmuera.

Finalmente, sobre el forjado, para permitir el paso de los trabajadores y la
maquinaria se dispone una solera de hormigén armado con una pendiente del 2 %
para la evacuacion del agua de lluvia. Como se ha comentado, la boca de los
fermentadores pasa a través del forjado y de esta solera, quedando vista y accesible
desde el exterior. La junta entre la boca del fermentador y el forjado es un punto débil
por donde podria infiltrarse el agua de lluvia. Para evitar este problema, por debajo de
la solera se extiende una lamina de butilo impermeable, que se suelda a la boca de los
fermentadores impidiendo asi cualquier filtracion al interior del sétano.

Si la construcciéon esta bien realizada se obtiene un espacio estanco, donde la
temperatura se mantiene varios grados por encima de la temperatura ambiente. Se

dispondra una entrada y una escalera que desciende al interior.
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Figura 1.5. Bodega de fermentadores, [1] fermentadores, [2, 3] boca de fermentadores

a nivel del patio de la industria, [4] interior de la bodega, bajo el patio.

o Manejo de la instalacion

En los depodsitos de la bodega unicamente se realiza la fermentacion y
conservacion de las aceitunas. En otra instalacién aneja, al igual que en el sistema
tradicional, se realizan las operaciones de cocido, lavados y puesta en salmuera del
fruto. Estas operaciones son similares al caso anterior y una vez finalizadas se
trasvasa por gravedad el conjunto salmuera-aceitunas a cada uno de los
fermentadores en bodega.

La bodega de fermentacion permite tener unas optimas condiciones higiénico-
sanitarias. En el fermentador solo entra lo que es introducido por la boca. No hay
posibilidad de contaminacion por las paredes. Para ello la bodega debe mantenerse

limpia, evitando la presencia de residuos y de agua o salmuera estancada.
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Los fermentadores empleados son cilindricos de tipo aéreo, apoyados en tres
patas. Poseen una valvula de PVC en la parte inferior, que se conecta por una tuberia
a una de las bocas de desaglie del s6tano. Una valvula auxiliar permite la toma de
muestras de los fondos de fermentacion. La descarga de la aceituna se realiza por la
boca del depédsito usando la bomba de trasiego especial para salmuera y aceitunas.
Ademas de mantener limpia la instalacion, debe controlarse el estado de los
fermentadores. Periodicamente se realizan inspecciones visuales de las paredes
exteriores de los depésitos buscando una posible porosidad que origine una salida de
salmuera.

Al finalizar la campana se procedera a la limpieza interior de los depésitos. La
valvula inferior permite la utilizacion de un sistema continuo que aplique las
soluciones detergentes mediante unas boquillas a alta presion a la vez que se produce
el desaguiie. Todo el programa de limpieza estara controlado por un robot y la funcién
del operario se limita a trasladar las boquillas de un depodsito a otro y abrir-cerrar la
valvula inferior.

El control del transcurso de la fermentacion se lleva a cabo mediante la toma
de muestras de salmuera de distintos puntos en cada uno de los fermentadores. Al
emplear fermentadores aéreos, por la valvula tomamuestras acoplada a la tuberia de
salida inferior se puede obtener salmuera del fondo del fermentador sin remover los
sedimentos. Estos sedimentos, como el agua residual del lavado, pueden dar lugar a
alteraciones y fermentaciones anormales.

Las condiciones térmicas de la bodega mantienen la temperatura bastante
uniforme y adecuada para la fermentacion. Pero al disminuir de forma importante la
temperatura ambiental, la temperatura del s6tano, y en consecuencia la de las
salmueras de fermentacion, desciende a su vez progresivamente.

El disefio de fermentadores en bodega permite la instalaciéon de un sistema de
calefaccion que mantenga la temperatura dentro del intervalo 6ptimo de unos 25 °C.
Con esto se consigue que la fermentacion no se ralentice por una temperatura inferior
y, por tanto, se obtiene antes el producto terminado.

Se pueden usar distintos sistemas de calefaccion. Uno que esta dando muy
buenos resultados es la utilizacion de turboventiladores para el establecimiento de
una corriente de aire en el s6tano a través de unas aberturas practicadas en el techo.
En el lado opuesto de la bodega existen otras aberturas similares provistas cada: una
de un equipo de resistencias eléctricas que calientan el aire que entra en la bodega.
Todo el sistema estara automatizado a partir de los datos de temperatura que se

registren.
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1.3.6.4 Evolucion de la temperatura de fermentacion

Uno de los objetivos fundamentales de disponer una instalacion especifica para
el proceso de fermentacion de la aceituna de mesa es conseguir una temperatura
adecuada para el desarrollo de dicho proceso.

La velocidad de la fermentacion depende de diversos factores: el contenido de
azucares, que esta directamente relacionado con el estado de madurez de los frutos,
ya que uno de los cambios que tienen lugar durante la maduracion es la disminucion
del contenido de azucares; la concentracion inicial de la salmuera, porque si ésta es
muy elevada puede dificultar el desarrollo de las BAL; la capacidad del recipiente,
siendo los que presentan un mayor rendimiento y uniformidad los depodsitos de
16.000 litros y, finalmente, la temperatura.

La fermentacion es un proceso biologico, llevado a cabo por microorganismos,
principalmente, por bacterias del género Lactobacillus, y la temperatura 6ptima para
la fermentacion sera aquella en que dichas bacterias obtengan un mayor desarrollo.

La experiencia de muchos anos en la industria de aderezo muestra que la
temperatura 6ptima de fermentacion oscila entre los 22 y los 25 °C, con temperaturas
superiores se presentan muchos problemas de alambrado del fruto, por lo que no son
recomendables. Por el contrario, cuando la temperatura es inferior al intervalo
optimo, la fermentacion sigue teniendo lugar, aunque la velocidad de transformacion
de los azuicares en acido lactico disminuye en funcion de la temperatura de la
salmuera. Asi, con temperaturas de 15 °C, consideradas inadecuadas para el
desarrollo de lactobacilos, se obtiene una fermentacion lenta, con retraso apreciable
en su iniciacion, aunque finalmente se alcanzan los mismos valores de acidez libre
que con temperaturas de 25 °C.

No obstante, cuando la temperatura es excesivamente baja, por debajo de
10 °C, las BAL cesan su actividad y se produce la parada de la fermentacion. Antes de
llegar a esta situacion se debe calentar la salmuera con los medios disponibles segun
la instalaciéon existente en cada caso.

Tanto con fermentadores enterrados como en bodega, el aislamiento térmico
que proporciona el terreno hace que la temperatura en los fermentadores se
mantenga constante dia tras dia. Pero a medida que finaliza el otofio y comienza el
invierno, esta temperatura va disminuyendo lenta, pero progresivamente. Este
descenso dependera fundamentalmente de la temperatura ambiental y del nivel de

aislamiento térmico de la instalacion.
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En un sistema tradicional de fermentadores enterrados esta muy extendido el
uso de intercambiadores de calor para elevar la temperatura de la salmuera. Este es
un sistema lento y trabajoso, sobretodo cuando se trata de grandes volumenes, y
presenta numerosos inconvenientes, por lo que en la practica es un recurso que se
utiliza Ginicamente en anos en los que hay problemas de parada de fermentacion.

En las instalaciones en bodega se puede ejercer un mayor control de la

temperatura. Se observan dos modos de actuacion:

- Permitir la evolucion natural de la temperatura sin emplear ningun
método de calefaccion. La mayoria de los anos se logra una
fermentacion completa, con el agotamiento de los azucares existentes
en la aceituna. En anos muy frios en los que existan problemas de
parada de fermentacion se recurre a recircular la salmuera por
intercambiadores de calor o se emplean calefactores para elevar la

temperatura de la bodega.

- Utilizacion de un sistema de calefaccion que mantenga la temperatura
constante dentro del intervalo 22-25 °C. Esta opcion supone,
evidentemente, un mayor coste de instalacibn y un consumo de
energia. Lo ideal es tener instalado un sistema automatico, como el
descrito en el epigrafe anterior, con el que, a partir de las lecturas de
temperatura de la bodega y de forma automatica, se ponen en marcha
las resistencias y ventiladores cuando la temperatura desciende por

debajo de 22°C y se apagan cuando alcanza los 25°C.
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1.3.7 Microbiologia del proceso

Los microorganismos utilizados en los procesos fermentativos en la antigiiedad
provenian, naturalmente, del exterior. Pero incluso entonces se sabia que la adicion
de una parte del contenido del proceso anterior al nuevo lote (batch) podia servir como
iniciante del proceso. Ahora sabemos que lo que hacian era reinocular el proceso con
una considerable dosis del, o de los microorganismos deseados. No ha sido hasta muy
recientemente que se ha conseguido anadir los microorganismos deseados en forma
pura, conociendo asi exactamente el contenido del inoculo.

Los elementos criticos en un sistema de fermentacién son el microorganismo y
la materia prima. En el caso que nos ocupa, la aceituna de mesa es la materia prima
y las bacterias del acido lactico (BAL) el tipo de microorganismo clave en el proceso,
tanto cualitativamente como cuantitativamente. No obstante, es necesario destacar el
papel desarrollado por las levaduras en fermentaciones de aceituna de mesa, en
particular en las elaboradas al natural o aderezadas (Kotzekidou, 1997; Marquina
et al., 1997), a pesar de que algunas especies pueden ser causa de deterioro del fruto
(Asehraou et al., 2000). Las especies de levaduras identificadas de forma habitual en
el proceso fermentativo son Candida boidinii, Candida diddensiae, Pichia anomala,
Pichia kluyveri, Pichia membranaefaciens, Rhodotolura glutinis y Saccharomyces
cerevisiae (Arroyo-Lopez et al., 2006; Hernandez et al., 2007; Coton et al., 2005;
Oliveira et al., 2004). Pertenecientes a los géneros Candida, Debaromyces,
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomycesy Torulaspora también se han identificado pero
en pocos casos y asociados a determinadas variedades de aceituna (Arroyo-Lopez et
al., 2008).

Gran variedad de parametros fisicos, quimicos y fisico-quimicos afectan el
crecimiento de los microorganismos; a destacar: temperatura, pH, actividad del agua,
oxigeno, radiacion, presion y agentes estaticos.

Por otro lado es importante regular aquellos organismos que estan presentes
durante la fermentacion de la aceituna, e incluso aquellos que son capaces de crecer
y sobrevivir en el producto final. Por un lado, en la actualidad existe la posibilidad de
inocular deliberadamente con el/los microorganismo/s deseados, que conseguiran
unas ventajas selectivas frente a otros organismos que puedan crecer. Ademas existen
tratamientos fisicos o quimicos y métodos esterilizantes que son utilizados para

reducir notablemente el nimero de los organismos o su totalidad.
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Algunos factores relevantes son:

- Cantidad de microorganismos presentes

- Tipo de microorganismos

- La concentracion de agentes antimicrobianos presentes, o la intensidad del
tratamiento fisico

- Las condiciones reinantes de temperatura, pH y viscosidad

- El tiempo de exposicion

- La concentracion de materia organica

La fermentaciéon por si misma es un procedimiento que surgié originariamente
como un medio de preservacion del valor nutritivo de los alimentos. Mediante la
fermentacion se conseguia disminuir los niveles de sustancias que los organismos
contaminantes necesitan para crecer, o se conseguia producir compuestos o
condiciones que evitarian el desarrollo de organismos, por ejemplo, la disminucion del
pH. Durante la produccion de aceituna, se pueden introducir deliberadamente
agentes antisépticos.

En concreto, en la fermentacion de la aceituna el producto final o medio de
cultivo, la salmuera, es por si mismo la base de la proteccion del fruto fermentado.

La nisina (antimicrobiano que destruye organismos Gram-positivos abriendo
poros en sus membranas), producto natural de las BAL, es especialmente interesante
por su capacidad de contrarrestar la invasion de otras bacterias (Bamforth CW,
2005). Un aspecto esencial del éxito a largo término de las BAL como agente protector
en la industria fermentadora es la enorme variedad de maneras de contrarrestar el
crecimiento de organismos competidores. Ademas de la nisina y otros bactericidas

también debemos considerar la produccion de:

» Acidos organicos, como el acido lactico, acético y propioénico. El adcido acético
es especialmente valioso en contrarrestar bacterias, levaduras y mohos.

» Peroxido de hidrégeno, derivado activo del oxigeno (y potencialmente danino).
= Diacetilo y acetaldehido, aunque hay discrepancias sobre si las cantidades

producidas son o no significantes en la practica como agentes antimicrobianos.
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1.3.7.1 Principales caracteristicas de las BAL

La reinoculacion con cierta cantidad del alimento producido anteriormente al
nuevo proceso, realizado durante siglos, permitia empezar la fermentacion con los
microorganismos preferidos, en muchos casos se trataba de bacterias del acido
lactico, que, en el campo de la fermentaciéon agroalimentaria, son eje fundamental.

Estas bacterias son débilmente proteoliticas y lipoliticas, significando que son
suaves en cuanto a su tendencia a producir sabores amargos. Ademas, estan
presentes de forma natural en el intestino y el tracto reproductor, por lo que no
sorprende que hoy en dia hablemos de probidticos y prebioticos en el contexto de
enriquecimiento del nivel de bacterias del acido lactico en el intestino. Entre los
organismos probioticos destacan los lactobacilos y bifidobacterias, que se anaden a la
dieta para aumentar la flora del intestino grueso y, que son anadidos, por ejemplo, al
yogur. Los prebioticos son nutrientes que estimulan el crecimiento de esos

organismos.

Al igual que las levaduras del pan y la cerveza, las bacterias del acido lactico
suelen ser GRAS (Generally Recognised As Safe), aunque algunas cepas son
patogenas. Joseph Lister aislo la primera bacteria del acido lactico en 1873. Se
trataba de Lactococcus lactis, una especie de gran significado en la fermentacién de
productos lacteos.

Son organismos Gram-positivos, con forma de bacilo, de coco (esférico), o de
cocobacilo. La mayor parte son mesofilos, pero algunos pueden crecer a temperaturas
de refrigerador (4 °C) o a temperaturas de hasta 45 °C.

Generalmente prefieren un pH en el intervalo de 4,0 - 4,5 aunque ciertas cepas
pueden tolerar y crecer en pH superiores a 9,0 o tan bajos como 3,2.

Requieren purinas y pirimidinas ya formadas, aminoacidos y vitamina B. Las
BAL no poseen un ciclo de los acidos tricarboxilicos funcional o un sistema de
transporte de electrones ligado a un grupo hemo, por lo que utilizan la fosforilaciéon a
nivel de sustrato para obtener energia.

Su metabolismo puede ser clasificado como homofermentativo, donde el acido
lactico representa el 95 % del total del producto final, o heterofermentativo, donde
ademas de acido lactico se produce acido acético, etanol y dioxido de carbono.

Las bacterias del acido lactico producen sustancias antimicrobianas conocidas
por bacteriocinas. La mayor parte de ellas son péptidos anfipaticos catiénicos que se

insertan en las membranas de bacterias parientes cercanas, causando la formacion
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de poros, escapes y la imposibilidad de mantener el metabolismo, y en consecuencia
la muerte. De estos agentes el mejor conocido es la nisina (mencionada
anteriormente), que ha sido utilizada sustancialmente como un agente antimicrobiano
“natural”. Las BAL también producen acidos y peréxido de hidrégeno que actian

como antimicrobianos.

1.3.7.2 Posicion taxonémica de las BAL

De forma resumida y centrada en la industria agroalimentaria podemos decir
que existen 16 géneros de bacterias del acido lactico, de los que 12 son activos en el
campo de la alimentacion. No obstante, comprende a un grupo de microorganismos
muy heterogéneo que comparten una serie de caracteristicas bioquimicas vy
estructurales, a saber:

Son Gram positivos de metabolismo quimiorganotrofo, no esporulados,
catalasa-negativo, desprovistos de citocromos, anaerobios, microaerofilos o
aerotolerantes, acidoéfilos o acidotolerantes, y estrictamente fermentadores
produciendo acido lactico como producto final de la fermentacion de azticares (Holt et
al, 1994).

Comparando la secuencia de rRNA se pueden determinar las verdaderas
relaciones filogenéticas entre las bacterias (Woose, 1987). Los avances en técnicas
moleculares han liderado los métodos de secuenciacion de fragmentos largos de
rRNA, primero mediante el uso de la transcriptasa inversa (Lane et al., 1988) y por la
secuenciacion directa por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) de los genes de
rRNA.

La 7% y 8% ediciones del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”
recogian la existencia de cuatro géneros dentro de las BL: Streptococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc y Pediococcus; y la clasificacion de las cepas en cada uno de ellos venia
determinada por los mismos criterios que utilizé6 Orla-Jensen (1919).

En la actualidad existen 19 géneros en el grupo de las BAL tipicas, que forman
una linea de descendencia comun con otras bacterias Gram+ de contenido en
G+C < 50 %, a esta linea de descendencia se la llama rama Clostridium. La
proliferacion de géneros dentro del grupo de las BAL ha sido el resultado de la
aplicacion de técnicas de caracterizacion muy potentes que han proporcionado
informacion tanto a nivel de fenotipo como de genotipo. Los nombres de estos 19

géneros de BAL son:
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Aerococcus, Atopobium, Carnobacterium,  Enterococcus, Fructobacillus,
Paralactobacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Doyle y Meng, 2006; Endo y
Okada, 2008; Holzapfel y Wood, 1998; Leisner et al., 2000).

El género Lactobacillus es el mas extenso en cuanto a niumero de especies se
refiere y constantemente se estan describiendo nuevas, en la actualidad hay mas de
100 especies validadas (Euzéby, 1998-2006; Felis y Introduccion Dellaglio, 2007).
En la 82 edicion del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” el género
Leuconostoc estaba formado por 6 especies: L. mesenteroides, L. dextranicum, L.
cremoris, L. lactis, L. oenos y L. paramesenteroides. Estudios posteriores de
hibridacion ADN-ADN y ARN-ADN demostraron que las tres primeras especies en
realidad constituian subespecies de L. mesenteroides (cremoris, dextranicum y
mesenteroides).

El analisis de secuencias de los genes ribosomales 23S llevaron a la conclusion
de que Leuc. oenos constituia una linea evolutiva independiente del género
Leuconostoc y se propuso su reclasificacion en un nuevo género y especie: Oenococcus
oeni. (ver Figura 1.6). [gualmente ocurrié con la especie L. paramesenteroides, de la
que se observo que presentaba una mayor homologia interna con algunos lactobacilos
heterofermentativos que con los propios Leuconostoc, por ello se defini6 un nuevo
género Weissella donde se agruparon todas estas especies de elevada homologia.
Recientemente, cuatro especies del género Leuconostoc (L. durionis, L. ficulneum, L.
fructosus, y L. pseudoficulneum) descritas en los ultimos anos se han reclasificado en
un nuevo género Fructobacillus con los nombres de F. durionis, F. ficulneum,
F. fructosus y F. pseudoficulneum (Endo y Okada, 2008). Otras tres nuevas especies
L. holzapfelii, L. inhae y L. kimchii han sido descritas en los ultimos anos (de Bruyne
et al., 2007; Kim et al. 2000; Kim et al. 2003), de manera que en la actualidad el
género esta formado por 11 especies (L. carnosum, L. citreum, L. fallax,
L. gasocomitatum, L. gelidum, L. holzapfelii, L. inhae, L. kimchii L. lactis,
L. mesenteroides y sus tres subespecies y L. pseudomesenteroides).

El género Pediococcus tal y como se describia en el “Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology”, el “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” de 1994
y el “The Prokaryotes” en su ultima edicion, estaba formado por nueve especies. Sin
embargo, Bergan et al. 1984, basandose en un estudio de composicion celular en
acidos grasos e hidratos de carbono de los géneros Aerococcus y Pediococcus

consideraron que la especie P. urinaequi era un sinénimo posterior de la especie
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Aerococcus viridans, por lo que el género Pediococcus solo tendria 8 especies. En un
trabajo posterior de Collins y colaboradores, basandose en estudios de homologias
DNA-DNA y de comparacion de secuencias del 16S, demostraron que soélo
P. acidilactici, P. damnosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus y P. pentosaceus
forman un grupo filogenético coherente, mientras que P. urinaequi y A. viridans
forman una linea evolutiva diferente y presentan elevada homologia entre ellos
confirmando lo hallado por Bergan. No se encontraron especies filogenéticamente
afines a P. halophilus por lo que propusieron su reclasificacion en un nuevo género
Tetragenococcus.

En los ultimos anos se han descrito nuevas especies pertenecientes al género
Pediococcus, de forma que actualmente contiene las especies P. acidilactici, P.
argentinicus (De Bruyne et al., 2008) P. cellicola, P. claussenii, P. damnosus,
P. dextrinicus, P. ethanolidurans, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentosaceus,
P. siamensis (Tanasupawat et al., 2007) y P. stilesii (Euzéby, 2008).

El género Oenococcus hasta fecha muy reciente contenia una Unica especie,
O. oeni (syn. Leuc. oenos), sin embargo recientemente se ha descrito la existencia de
una bacteria lactica que parece pertenecer a este mismo género y para la que se
propone el nombre de Oenococcus kitaharae (Endo y Okada, 2006). La relacion
actual de las especies aceptadas de BAL (“Approved List of bacterial Names”, Euzéby,
1998-2008) puede consultarse en la siguiente direcciéon electronica:
http:/ /www.bacterio.cict.fr

El principal género aislado en aceitunas de mesa es Lactobacillus. En menor

numero se han aislado los géneros Enterococcus, Pediococcus y Leuconostoc.
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Figura 1.6. Esquema del arbol filogenético de las BAL (incluye algunos aerobios y
anaerobios facultativos (Gram-positivos). Fuente: The Prokaryotes 3%ed. (2006)

1.3.7.3 Fermentacion de la aceituna de mesa

Los primeros dias de la colocacion de las aceitunas en salmuera, debido a la
lejia residual que va saliendo de la pulpa, el valor de pH resulta superior a 10
unidades. A lo largo de las diversas etapas de la fermentacion, la sucesion de diversos
microorganismos hace que el pH descienda a valores de 4 unidades, o menos, 1o que

facilita la adecuada conservaciéon a largo plazo. Se puede dividir en 4 fases.

La primera fase (Fernandez Diez et al. 1985), comienza desde la colocaciéon
en salmuera hasta que, aproximadamente a la semana, el valor de pH es proximo a 6
unidades; en esta fase se detectan los siguientes grupos de microorganismos: bacilos
Gram-negativos, esporulados Gram-positivos y bacterias cocaceas del acido lactico de

los géneros Leuconostoc, Pediococcus y Enterococcus. Los Gram-negativos inician el
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descenso del pH; mas, se debe evitar un profuso desarrollo de los mismos, dado que
pueden provocar alteraciones. Para ello, se recomienda el descenso del pH pasando
una corriente de CO; a las 24 h; también se pueden emplear otros acidos como

acético o lactico.

Una vez que comienza el desarrollo de los lactobacilos, se inicia la segunda
fase, la que dura hasta que el valor del pH es de 4,5 unidades. Desciende la poblacion
de cocos lacticos y desaparecen los bacilos Gram-negativos. Normalmente transcurre

en unos 15 - 20 dias.

La tercera fase se caracteriza por el predominio de los lactobacilos, de los que
se han aislado, ademas del tipico L. plantarum, otras especies como y L. delbrueckii.
Esta fase dura hasta que cesa la produccion de acido por consumo de la materia
fermentable. El valor de pH resulta igualo inferior 4 unidades.

Junto a los microorganismos citados en las tres fases de la fermentacion, se

encuentra, habitualmente, un desarrollo variable de levaduras (Tabla 1.14).

La cuarta fase es la de conservacion. Una vez terminada la fermentacion
lactica, se inicia la conservacion de las aceitunas que, en el caso de no controlar las
condiciones, podria inducir el desarrollo de bacterias del género Propionibacterium
(Gonzalez Cancho et al., 1980). Esto origina un aumento del pH, pues estos
microorganismos consumen el acido lactico formado y producen una mezcla de los
acidos acético y propiénico que, al ser mas débiles, provocan el incremento del pH
citado. Para evitar este efecto, se debe aumentar, al final de la fermentacion lactica
principal, la concentracion de sal hasta niveles de 8,5 - 9,5 %, lo que evita el
desarrollo de estas bacterias y garantiza una adecuada conservacion al mantener un
bajo valor del pH. Es conveniente realizar esta subida de sal en dos etapas, para

evitar asi el posible arrugado de los frutos.

o Control de la fermentacion

Para dirigir y controlar todo el proceso fermentativo, se recomienda el descenso
inicial del pH, como se ha indicado, unido al mantenimiento de una
temperatura adecuada, 22 - 25 °C, durante al menos unos 30 dias utilizando,
si es preciso, un intercambiador de calor. Puede ser conveniente anadir un

cultivo puro de bacterias lacticas o, en todo caso, se puede utilizar salmuera
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madre de otros fermentadores que se encuentren en activa fermentacion lactica
y cuyo valor de pH sea inferior a 4,5 unidades, lo que implica la ausencia de los
bacilos Gram-negativos. Ademas, si fuese necesario, se anade materia
fermentable para completar la fermentacion y conseguir un buen valor en el pH

final.

o Posibles alteraciones en la aceituna

Cuando la secuencia de microorganismos no es la adecuada y se
desarrollan otros ajenos a los de un proceso normal, se producen distintos
tipos de alteraciones.

Las principales, segin el origen y las fases de la fermentacion, son las
siguientes:

- Alambrado. Se forman hendiduras en el exterior de las aceitunas y huecos
internos en la pulpa. A veces, la formacion de gas produce vejigas o ampollas

bajo la piel. Se evita ajustando el valor del pH inicial.

- Butirica. Se debe al desarrollo de distintas especies de clostridios en las
primeras fases de la fermentacion. El acido butirico que produce altera el
sabor, pudiéndose evitar su formacion manteniendo un nivel adecuado de sal

(nunca menor de 5 %) Y siguiendo buenas practicas higiénicas de fabricacion.

- Zapateria. Producida por el desarrollo de bacterias propiénicas y clostridios,
se da durante la conservacion cuando el valor de pH no se mantiene por debajo
de 4,2 unidades. Se identifican en la salmuera una serie de compuestos
volatiles, (Montafno et al. 1992), diferentes a los de aceitunas normales. Se
evita subiendo la sal para inhibir el desarrollo de los microorganismos
responsables y, de esta forma, estabilizar el valor de pH durante la

conservacion.
- Ablandamiento. Debido a un desarrollo excesivo de microorganismos con

actividad pectinolitica, bacilos, levaduras y mohos. Se debe evitar su desarrollo,

en especial durante la conservacion, manteniendo un buen cierre anaerébico.
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- Sedimento y gas. Se da en el producto envasado cuando no se mantiene
estable, bien por desarrollo de diversos tipos de bacterias o levaduras, si
existen restos de materia fermentable, o bien por desarrollo de las bacterias
propionicas, que consumen acido lactico. Se evita usando un producto bien
fermentado y ajustando un bajo valor de pH en el envasado, menor de 3,3

unidades, o bien pasterizando.

Tabla 1.14. Desarrollo de microorganismos durante el proceso normal de elaboracion de

aceitunas verdes aderezadas

Bacilos BAL
Dias de fermentacion Gram - Cocos Lactobacilos | Levaduras
2 + + - -
4 ++ +++ - -
6 +++ +++ + +
8 ++ ++ +++ +
10 + ++ +++ ++
12 + + ++ ++
14 + + +++ ++
16 - + ++ +
20 - + +++ ++
30 - - F++ +
S0 - - +++ ++
80 - - ++ ++

68




Introduccion

1.3.8 Objetivos

El objetivo genérico del presente trabajo de tesis doctoral trata del estudio
comparativo entre los distintos sistemas de fermentacién de la aceituna de mesa, a
saber; los fermentadores enterrados frente a la bodega de fermentacion.

Se abordara desde un punto de vista econémico, mediante el disefio y calculo
de las instalaciones necesarias para fermentar cerca de una tonelada de aceitunas
anuales; y desde un punto de vista microbiologico, mediante un seguimiento y estudio
de las bacterias del acido lactico, asi como las diferentes condiciones fisico- quimicas
que rigen cada uno de los sistemas de fermentacion.

Se presentara un analisis estadistico que indique el grado de influencia de los
distintos parametros evaluables en la fermentacion, ademas de las principales

diferencias entre ambos sistemas, ya sea en costes, constructivas o microbiolégicas.
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Material y Métodos

Los distintos puntos que conforman el apartado de Materiales y Métodos se
presentan en capitulos que se corresponden con los del apartado de Resultados.

CAPITULO 1

2.1 IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO

2.1.1 Material biologico

Para la realizacion de la presente tesis doctoral se aislaron, purificaron y
clasificaron bacterias del acido lactico procedentes de las salmueras de fermentacion
tanto en fermentadores enterrados, como en los instalados en la bodega de
fermentacion de la cooperativa de primer grado Olivarera Jestis Nazareno, S. C. A.,

situada en Aguilar de la Frontera, Coérdoba.

2.1.2 Medios de cultivo
Se utilizaron los siguientes medios artificiales:

¢ MRS + JT. Para el crecimiento de las bacterias del acido lactico.

MRS (Man, Rogosa § SharPe) ..c.cueuiiiiiniiiiinee e S50 g/l
JT (JUEO de tOmAte) .euiuiiiiiii it 2 %
AGAT e 1,5 % (0,8 % para el semisolido)

Esterilizar por calor humedo (1 atm., 20 min.)

¢« MRS + JT + Cicloheximida. Para inhibir el crecimiento de levaduras.

CicloneXimida ....oueeininiiii e 100 mg/1

Esterilizar por calor himedo (1 atm., 20 min.)

* MFA. Para determinar el tipo de metabolismo fermentativo y la fermentacion de

los azucares.

AzUcares ensayados (ver epigrafe 2.1.7.8) ..ottt 1%
| o] 0] o ) o K- L PP Sg/l
EXtracto de 1evadura  ......co.ooiiiiii e 1g/l
KoHPOUS et 1g/l
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ACELALO SOAICO ..eniiniiiiii ittt ettt e e Sg/l
CTWEEIL” 80 ittt ettt et e ettt aaas 1 ml/1
MESO4 « THoO oo 0,2 g/l
MNSO4 - AHoO oot 0,05 g/1

Esterilizar por calor humedo (1 atm., 20min.)

* Solucion de vitaminas para las bacterias lacticas

28T (o)< 'a - PPt 0.1 mg/l
Pantotenato CAICICO .......o.iiiiiiiiiiii e 0.1 mg/l
ViIitamina € oo e 0.1 mg/l
Clorhidrato de tiamina .......cccevuieiiiiiiii e 0.1 mg/1
RIDOFIAVINIA ettt 0.1 mg/l
Cianocobalamina (Vit. B12) ..o 0.01 mg/1
230 1 o F- PPNt 0.01 mg/l

La esterilizacion se realizo por filtracion (Millipore AAWP, @ 0,45 um)

* MES. Tampén empleado en ensayos de consumo de glucosa

MES (Acido morfolinetanosulfonico) ............cccceeveeeriiieeriiieeeiiieeeiiiieeinnns. 2,13 g/1
KL e 3,7 g/l
MESO4 © TH20 oo 0,25 g/1
MNSO4G @ AH20 oo e 0,1 g/1

Esterilizar por calor himedo (1 atm., 20min.)

2.1.3 Toma de muestras

A lo largo de las tres campanas sucesivas (2006/2007, 2007/2008 y
2008/2009) se tomaron las muestras de salmuera en tres fermentadores enterrados
numerados como 408, 498 y 552, en lo sucesivo FE-1, FE-2 Y FE-3 respectivamente,
y en tres fermentadores en bodega numerados como 3, 135 y 268, en lo sucesivo FB-
1, FB-2 FB-3 respectivamente.

Dichas muestras fueron tomadas a primera hora de la manana desde el cuarto
dia en que los frutos fueron depositados para comenzar la fermentacién en los

fermentadores ya descritos, la salmuera recogida se corresponde con la zona media o
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central del fermentador. Posteriormente las muestras son tomadas en intervalos mas
pequenos al principio siendo espaciadas en el tiempo en funcion del desarrollo de las
poblaciones bacterianas asi como al tipo de fermentador. La practica totalidad de las
fermentaciones comenzaron en el mes de octubre, alguna a finales de septiembre,
como se describira posteriormente en evolucion conjunta con las temperaturas.

Las muestras se recogieron en recipientes estériles de plastico dejando una
minima camara de aire en el envase. En cada recipiente se consignaron los datos de
identificaciéon indicativos de la fecha de recogida y ntimero de fermentador. Las
muestras se transportaron, convenientemente refrigeradas (nevera con acumuladores
de frio), directamente al departamento de microbiologia, realizandose las primeras

siembras microbiolégicas en el mismo dia.

2.1.4 Aislamiento y purificacion de las bacterias lacticas

Partiendo de cada muestra original (salmuera de fermentacion conteniendo la
microbiota silvestre) se realizaron diluciones seriadas (10-! — 10¢) en tubos que
contenian agua estéril. A continuacion se inocularon 100 pl de cada uno de los tubos
en su correspondiente placa de cultivo compuesta de medio de cultivo sé6lido (MRS +

JT) mas cicloheximida (100 mg/l) para inhibir el crecimiento de las levaduras.

Se incubaron las placas (28-32 °C, 48-72 h) en una estufa de cultivo,
colocandolas en posicion invertida. Se procedi6o al recuento de las unidades
formadoras de colonias (u.f.c.) y al aislamiento, tomando representantes de los
diferentes tipos morfolégicos encontrados. Seguidamente se procedio a su purificacion
mediante dos pases de siembra en zig-zag superficial sobre placa de medio de cultivo
MRS + JT. En todos los casos se eligieron las colonias mas representativas del total de

las u.f.c., para proceder al segundo pase de siembra en zig-zag.

2.1.5 Conservacion de las cepas

Las cepas aisladas correspondientes a BAL, se conservaron en cultivo
semisolido en picadura (MRS + JT, 0,75% de agar). Tras incubar (32 °C, 48-72 h), los

tubos se mantuvieron para su conservacion en camara fria a 4°C.
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2.1.6 Tiempo de generacion

El tiempo de generacion (G) es el tiempo que tarda en duplicarse una
poblacion que esta creciendo activamente. G se obtuvo tras un seguimiento de la
densidad optica de los cultivos en un espectrofotometro DU 640 de Beckman. Para
ello, las cepas se mantuvieron en agitacion a 32 °C, y las medidas se tomaron cada 30
minutos, durante 6 — 7 horas. G se calculé a partir de la pendiente obtenida al
representar el logaritmo del valor de la absorbancia frente al tiempo en la region lineal

de la curva de crecimiento.

2.1.7 Identificacion de las cepas

Los aislados obtenidos se sometieron a unas pruebas identificativas, o
confirmativas en su caso, de su pertenencia al grupo de las bacterias del acido lactico

a nivel de especie.

2.1.7.1 Observacion de las cepas

Se estudiaron varias caracteristicas morfologicas (forma y tamano de las
colonias, aspecto del borde, presencia de brillo, color, etc.). Las bacterias del acido
lactico son organismos de forma bacilar o esférica que pueden estar agrupados en
filamentos, en parejas o en tetradas, dependiendo de los géneros. A partir de
preparaciones frescas sobre portaobjetos se observo la morfologia celular, utilizando
un microscopio de contraste de fases (400 - 1.000 aumentos). Las medidas de la
longitud y anchura de las bacterias se realizaron usando un micrometro, previamente
calibrado (2 um por 1 division del micrometro, para una lente objetivo de 40) situado

en el ocular del microscopio.

2.1.7.2 Movilidad

A partir de preparaciones frescas de los cultivos, se observé por microscopia

(x 400 — 1000) la existencia o no de movimiento de traslacion.

2.1.7.3 Tincion de Gram

Esta tincion, descubierta por Christian Gram de forma empirica, posee un gran
valor identificativo y practico al permitir diferenciar las bacterias en dos grupos segun

la estructura de su pared. Se utilizaron células en crecimiento, ya que el estado
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fisiologico condiciona el resultado. Las células que respondieron a dicha tincion
coloreandose de azul-violaceo se consideraron Gram-positivas, mientras que aquellas

que lo hicieron de color rosaceo-rojizo se estimaron como Gram-negativas.

2.1.7.4 Reaccion de la catalasa

A pesar de que las BAL son anaerobias aerotolerantes, son incapaces de
sintetizar ATP por respiracion, lo que refleja su incapacidad para sintetizar citocromos
y otras enzimas que contengan el grupo hemo. Por tanto, carecen de catalasa siendo

incapaces de descomponer el agua oxigenada, de la forma:

2 H,O, — 2 HsO + O

Esta es una prueba determinante, ya que dicho grupo bacteriano es dentro de
los seres vivos, el Gnico que pudiendo crecer en presencia de O, carece de catalasa.
Para poder crecer en aerobiosis, las BAL utilizan una reaccion similar a la de la
catalasa que depende de altas concentraciones intracelulares de manganeso (Kandler
y Weiss, 1986). Se resuspendiéo una muestra de cultivo bacteriano joven en una gota
de agua oxigenada al 3%, colocandola sobre un portaobjetos. Se observo
inmediatamente la formaciéon de pequenias burbujas (catalasa +) o su ausencia

(catalasa -), bien a simple vista o utilizando una lupa.

2.1.7.5 Crecimiento a diferentes temperaturas

Las BAL muestran diferencias en cuanto al crecimiento a distintas
temperaturas: Lactobacillus (crece entre 2 — 53 °C, siendo 6ptimo a 30 — 40 °C),
Leuconostoc (entre 5 — 30 °C, 6ptimo a 20 — 30 °C), Pediococcus (crece entre 25 — 40
°C, y el optimo a 30 °C ). Las bacterias se sembraron sobre tubos con medio MFA con
glucosa (1%) y se incubaron (28 °C, 72 horas). La prueba se consider6 positiva ante la

aparicion de turbidez o formacién de deposito.

2.1.7.6 Tipo de metabolismo fermentativo

Las BAL son un conjunto de bacterias con un metabolismo estrictamente
fermentativo, produciendo acido lactico como el mayor producto final de la
fermentacion de los azucares, en otras ocasiones producen ademas etanol, acetato y

CO,. Es una prueba muy utilizada en la identificacion de las BAL, que pueden
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subdividirse en tres grupos bioquimicos segun los productos formados a partir de

glucosa (Kandler y Weiss, 1986).

Las BAL homofermentativas convierten la glucosa mayoritariamente en acido
lactico por la ruta de Embden-Meyerhof, los representantes de las BAL homolacticas
incluyen Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus y el grupo 1
Lactobacilli. Las BAL heterofermentativas, al carecer de fructosa-1,6 bisfosfato
aldolasa, originan una mezcla equimolar de acido lactico, acético y CO; a través de la
ruta de las pentosas fosfato, las BAL obligatoriamente heterofermentativas
incluyen Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, y el grupo III Lactobacilli. Por ultimo, se
denominan heterofermentativas facultativas, aquellas BAL homofermentativas que son
capaces de consumir las pentosas a través de la ruta 6- fosfogluconato/fosfocetolasa,
donde se forman cantidades equimolares de acido lactico y acético (Tabla 2.1),

(Figura 2.1).

Aldolasa Fosfocetolasa
Homofermentativas + -
Heterofermentativas - +
Heterofermentativas
Facultativas + +

Tabla 2.1. Presencia (+) o ausencia (-) de las enzimas clave en BAL

El tipo de metabolismo se determiné mediante la observacion de la formacion
de gas a partir de glucosa y glucéonico (McDonald y col., 1987). Se crecieron las
bacterias (28 °C , 72 h) en tubos con medio MFA con glucosa o glucénico (1 %) y se
introdujeron campanas Durham invertidas para detectar la posible acumulacion de
CO». Al mismo tiempo, se dispuso de controles con medio sin aztcar. Se considero
positiva la prueba cuando al menos % del total de la campana estaba ocupada por

gas. La formacion de artefactos se evita adicionando el medio con sales de Mg y Mn.
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N

[ Fructosa 1,6-bis-P ] [ glucosa 6-P ]
| m,, ] [G-P-gluconato]
I

4 4 /\
Pi ato Pi ato 6
[ rav ][ rav ] c3 c2 —>[ Acetaldehido ]

v 7

Acetato
! ! | !

[Lactato] [Lactato] [Iactato ]

RUTA HOMOLACTICA RUTA HETEROLACTICA

1: Fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa 2: Piruvato quinasa
3: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 4: 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa
5: Fosfocetolasa 6: Acetato quinasa

7: Alcohol deshidrogenasa

Figura 2.1. Esquema general de las rutas metabdlicas homolactica y
heterolactica utilizadas por las BAL
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2.1.7.8 Fermentacion de aziucares

La identificacion hasta alcanzar a la especie se hizo basandose en un patrén de
fermentacion de azlcares que incluyo: arabinosa, rafinosa, galactosa, melibiosa,
celobiosa, lactosa, maltosa, trealosa y xilosa. Las bacterias se crecieron en tubos
(MFA y el 1% de los azucares) con campanas Durham invertidas. Tras la incubacion

(72 horas, 28 °C) se observo la produccién de gas, como en el caso anterior.

2.1.8 Seleccion de cepas de BAL

Se efectuo partiendo de 115 aislados bacterianos, procedente de las salmueras
de fermentacion, estudiandose la capacidad para realizar la Fermentacion acido
lactica. Se aplico una técnica rapida de seguimiento del pH, como factor indicativo de
la capacidad para realizar dicha fermentacion. A continuacion, se cuantifico la

transformacion de la glucosa.

2.1.8.1 Fermentacion acido lactica

Los 115 aislados bacterianos procedentes de un cultivo fresco de MRS +
glucosa (1 g/l), se centrifugaron (SIGMA 3K 10; 5.500 r.p.m., 15 minutos, 4 °C). Tras
lavarlas por dos veces con MES + glucosa (2 g/1) a pH 4, se volvieron a centrifugar en
condiciones similares. Posteriormente se anadi6 MES + glucosa (2 g/l) a dichas
células para asi preparar una suspension de D.O. comprendida entre 1 y 2. Se hizo
una dilucién 1:10 con MES + glucosa (2 g/l) (D.O. = 0,1-0,2) en un matraz y se
incubod a 28 °C con agitacion durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se midio el
pH. Se seleccionaron las cepas que modificaron mas el pH del medio tamponado
reduciendo asi su acidez. Se tomaron muestras de los matraces y del MES control, y
una vez filtradas, se analizo el contenido en acido lactico mediante HPLC

(cromatografia liquida de alta presion).

2.1.8.2 Evolucion del pH

Se pretende seleccionar las cepas mas eficientes en la produccion de acido
lactico, para ello se empledé una técnica simple y suficientemente rapida consistente
en determinar los cambios producidos en el pH de un medio que contenia glucosa

como fuente carbonada. Tras las mediciones pertinentes, se eligieron las 14 cepas que
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en la prueba anterior, habian bajado mas el pH del medio. Se repitieron las
condiciones del ensayo anterior y se registro la evolucion del pH del tampon durante 4
horas. Con tal fin se emple6 un pHmetro-registrador (pHM 62 Standard-REC 61
Servograph Radiometer) que permite ajustar la velocidad de la carta y el

desplazamiento del cursor.

2.1.8.3 Viabilidad de los cultivos iniciadores

Con el fin de cuantificar la poblacion viable de BAL ensayadas, se procedio a
hacer un recuento segun la técnica del “nimero mas probable”. Asi, en base al
numero de u.f.c. determinadas en cada dilucion correspondiente (para un numero
comprendido entre 50 y 500 u.f.c.) se calcul6 la concentracién de células vivas. El
recuento de bacterias se realizd, segun el procedimiento descrito, empleando placas
con MRS + cicloheximida (100 mg/l). El antibiotico usado inhibe el crecimiento de

levaduras.
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CAPITULO 2

2.2.1

2.2.1.1

ANALISIS FiSICO-QUIMICOS

Medidas del acido lactico

La evoluciéon del contenido de acido lactico a lo largo de los ensayos, se realizo

cualitativamente, mediante cromatografia liquida (HPLC) y cuantitativamente, por

medio de kits enzimaticos (Boehringer Mannheim).

. HPLC

Se tomaron alicuotas (1 ml) filtradas a través de membranas (0,45 pm de

diametro de poro). El analisis se realizé tomando 20 pl de las muestras filtradas.

Las caracteristicas del sistema fueron las siguientes:

Columna de intercambio catiénico (7,8 x 300 mm de WATERS)
mantenida a 65 °C

Fase movil (solucion de H3PO4)

Bomba distribuidora (flujo de 0,7 ml/min), suministrada por

BECKMAN.

Los componentes de las muestras fueron:

detector de acidos (168 DETECTOR SYSTEM GOLD BECKMAN) con
longitud de onda fijada a 254 nm, conectado en serie con el otro
detector

detector de indice de refraccion (156 REFRACTIVE INDEX DETECTOR
BECKMAN).

. Método enzimatico

La determinacion de acido lactico se basa en la reaccion de oxidacién de D-

lactato (6 L-lactato) a piruvato por medio de nicotin-adenin-dinucle6tido (NAD),

catalizada por D (6 L)-lactato deshidrogenasa (L-LDH):

D (6 L)-lactato + NAD* — piruvato + NADH + H*
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El equilibrio en estas reacciones esta desplazado hacia la izquierda. Si se retira
el piruvato del sistema, se producira un desplazamiento del equilibrio hacia la
derecha, favoreciendo la produccion del mismo. Posteriormente, mediante la enzima
glutamato-piruvato transaminasa (GTP) y en presencia de L-glutamato, se forma

L-alanina y 2-oxoglutarato, mediante la siguiente reaccion:

Piruvato + L-glutamato «—> L-alanina + 2-oxoglutarato

La cantidad de acido D (6 L) lactico presente en una muestra se deduce
midiendo la cantidad de NADH formado, que tiene una absorbancia maxima a una

longitud de onda de 340 nm.

Procedimiento:

A temperatura ambiente (aprox. 25 °C), se usan cubetas de 1 cm de paso de luz

que contienen las siguientes medidas:

Blanco Muestra Estandar
Acido L-glutamico  1.000 ml 1.000 ml 1.000 ml
NAD 0.200 ml 0.200 ml 0.200 ml
GTP 0.020 ml 0.020 ml 0.020 ml
Muestra - 0.100 ml -
Estandar - - 0.100 ml
Agua destilada 1.000 ml 0.900 ml 0.900 ml

» Agitar suavemente y transcurridos 5 minutos leer la absorbancia (A1)
* Anadir D (6 L)-LDH (0.020 ml) para cada uno (blanco, muestra y estandar)
* Mezclar y medir la absorbancia a los 30 minutos. Se realiz6 con un
espectofotometro (DU 640 Spectrophotometer BECKMAN).
* Determinar las diferencias de absorbancia (A2 — A1) para el blanco, las muestras y
el estandar, y calcular el incremento de absorbancia:
AA = (A2 — A)muestra — (A2— A1)blanco ~ para cada muestra y

AA = (A2 — A1)estandar — (A2— A1)blanco ~ para el estandar.

La cantidad de acido lactico se calcula por la siguiente féormula:

c=(V-Pm.-AA) / (e-d-v-1.000) (g/]), siendo:
V = volumen final (ml)
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v = volumen de muestra (ml)

Pm = peso molecular de la sustancia a determinar (acido lactico) (g/mol)
d = paso de luz (cm)

e = coeficiente de extincion del NADH = 6,3 (1 - mmol-! - cm!) a 340 nm.
Segun se tratase de acido D 6 L-lactico, tendriamos:
c=(2.24-90.1-AA) / (6.3-1.00"-0.1 " 1.000) (gacido D-lactico / lmuestra)
c=(2.26-90.1"-AA) / (6.3-1.00-0.1"-1.000) (gacido L-1actico / lmuestra)

* Multiplicar el resultado por el factor de dilucion F (x 10), puesto que las
muestras fueron diluidas (1:10).

2.2.1.2 Acidez combinada
(Fernandez Diez et al., 1985)

Se expresa como equivalentes de acido anadido a la salmuera hasta alcanzar
un pH de 2,6, también denominada como lejia residual expresada en
equivalentes por litro o normalidad (N). Es un indicador de la capacidad buffer
de la salmuera de fermentacién, para determinar su medida, se utiliz6 un
pHmetro, anteriormente referido, una microbureta de 5-10 ml (graduada en
0.01 ml) y un agitador magnético. Como reactivo se usé una solucion valorada
de HCL 2N.

Método: Se valoran 25 ml de salmuera exactamente medidos, en un vaso de
precipitado de 50-100 ml, con la solucion de HCL, anadiéndolo muy

lentamente y con agitacion, hasta llegar a un pH=2,6.

2.2.1.3 Acidez libre
(Fernandez Diez et al., 1985)

La determinacion se realiza en la salmuera de fermentacion siempre que se
haya establecido el equilibrio aceitunas-salmuera.
Reactivos: - Disolucion alcoholica de fenolftaleina a 1%

- Disolucion de NaOH 0,2 N
Método: Se valoran 10 ml de salmuera usando fenolftaleina como indicador,
con la solucion de NaOH, hasta observar un color rosa persistente al agitar
durante unos segundos. A continuacion se anaden 0,1 ml mas de solucion

alcalina y si la salmuera toma un color rosa-rojizo intenso, el punto final
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anteriormente obtenido era correcto. En el caso de que este cambio de color no
tenga lugar se sigue anadiendo solucion de hidroxido sédico, siempre de 0,1 en
0,1 ml hasta que aparezca el color rosado, anotando como volumen de solucion
consumido en la valoracion de la salmuera el tltimo volumen gastado menos
0,1 ml.

Calculos:

Acidez Libre = 0,9 X NXV

Siendo:
N = normalidad de la solucién de NaOH
V = volumen de la soluciéon de NaOH de normalidad N consumidos en la

valoracion de 10ml de salmuera

La acidez libre se expresa en gramos de acido lactico por 100 ml de salmuera (p/v)

2.2.1.4 Cloruro sédico

(Fernandez Diez et al., 1985)

El analisis se realiza sobre una solucion al 5%, en agua destilada, de salmuera
de aceitunas, en las condiciones especificadas en la determinaciéon de acidez
libre. Como material se usa frasco y bureta color topacio para el nitrato de
plata.
Reactivos: - Solucion patron NaCL 0.1 N
- Solucién de nitrato de plata aproximadamente 0,1 N, exactamente
valorada (es deseable que la normalidad de esta solucion sea
exactamente 0,086, para facilitar los calculos).
- Solucién- indicador de cromato potasico al 5%
Método: Se valoran 10 ml de la solucion diluida de salmuera (equivalentes a 0,5
ml originales) con la solucion de nitrato de plata, usando como
indicador la soluciéon de cromato potasico.

Calculos:

N'=(NxV)/0,5; % NaCL=N"x 5,845

% NaCL= 0,086 X (5,845/0,5) XV =1XV
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Siendo:
- N' = equivalentes por litro de NaCL en la salmuera original
- N = normalidad de la solucion de nitrato de plata (0,086 N).
-V = volumen de la solucion de nitrato de plata gastados en la soluciéon

de 0,5 ml de salmuera original
El contenido en NaCL se expresa en % en peso de NaCL por 100 ml de salmuera (p/v).
2.2.1.5 Temperatura

Los datos de temperatura se tomaron con un termoémetro digital (Amarell, Dual
Thermo) de maxima y minima interior y exterior. Se anotaron las temperaturas tanto
del interior de la bodega como la temperatura exterior o ambiente. Por otro lado, junto
a la toma de las muestras, se anoto la temperatura de la salmuera de fermentacion “in

situ’”.

2.2.2 DISENO EXPERIMENTAL

El disenno experimental se ha realizado con el software Statgraphics® en su
version S5.1. La respuesta, o variable dependiente, se puede expresar como una

funcion polinémica de las variables de estudio (factores):

y :bo"'z bx; +Zb|jxixj

En el estudio de la evolucion de fermentacion de las bacterias acido-lacticas se
han fijado intervalos de estudio para las siguientes variables: Acidez combinada,

acidez libre, Ac/Al, y pH.
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CAPITULO 3

BODEGA DE FERMENTACION

El objetivo de este estudio es comparar el sistema tradicional de elaboracion
que emplea fermentadores enterrados con una alternativa al mismo, como son las
bodegas de fermentacion. Se analizaran las diferencias constructivas y de manejo, asi

como su influencia en la calidad final del producto obtenido.

2.3.1 EVALUACION PRESUPUESTARIA

Uno de los elementos mas importantes a la hora de decidir el tipo de
instalacion para la fermentacion que se va a disponer es, sin lugar a dudas, la
cuantia de la inversién necesaria.

Se pretende dar una idea, lo mas exacta posible, del coste de cada uno de los
dos sistemas para la fermentacion estudiados. Para ello se parte de un volumen de
elaboracion de 800.000 kg de aceituna al ano. Esta es una cantidad media para el
tipo de empresas ubicadas en Andalucia, mas concretamente en el sur de la provincia
de Cordoba, en su mayoria cooperativas y empresas familiares.

Se realizara el presupuesto para una bodega de fermentacion y para una
instalacion de fermentadores enterrados, pudiendo asi comparar ambos costes y su

repercusion en el precio final del fruto.

2.3.1.1 Bodega de fermentacion.

Se emplean fermentadores de 16.000 litros de capacidad, que contienen 10.000
kg de aceitunas cada uno. Por tanto para un volumen de produccion de 800.000 kg

se necesitan 80 fermentadores.

Con dichos requisitos la bodega ocupa una superficie de 1.111 m?2, con unas

dimensiones de 39,40 metros de largo por 28,20 metros de ancho. Ademas tendra
una altura libre de 3,40 metros. Con las mediciones resultantes se confeccionara el

presupuesto de la obra civil y la maquinaria.
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2.3.1.2 Fermentadores enterrados.

Los depositos se colocan a tresbolillo con una pequena separacion para
conseguir un ahorro de superficie. Al igual que en el caso anterior se emplean 80
fermentadores de 16.000 litros de capacidad para cubrir los 800.000 kg de aceituna

elaborada al afno.

La superficie ocupara sera:

e Datos

Distribucion fermentadores .......c.cvvvveiiiiiiiiiiiininiinnn, 8x 10
Diametro de fermentador .......coovviiiiiiiiiiiiia 3,10 m.
Separacion entre fermentadores ............ooviiiiiiiiinna.n. 0,12 m.
Separacion fermentador-muro .............oeoeiiiiiiiiiiinn. 0,20 m.
ESPesor de MU0 ...c.o.vviiiiiniiiiiiiiiiiiieei e, 0,25 m.

- Anchura de patio:
8x3,10+7x0,12+2x0,20 +2x0,25=26,54 m

con distribucion a tresbolillo = 23,52 m.

- Longitud de patio:
10x3,10+9x0,12 +2x 0,20 + 2x 0,25 =32,98 m

con distribucion a tresbolillo = 34,59 m.

Superficie de patio distribucion tresbolillo:

34,59 x 23,52 = 813,56 m?

Se consigue un ahorro de 297m? con respecto a la bodega de fermentacion y la

profundidad de la excavacion que se requiere es también menor.
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2.3.2 CARACTERISTICAS CONSTRUCTIVAS Y DE DISENO

Se describira el disenno en planta de la bodega de fermentacion imponiéndose
una vision global pero completa de los elementos constructivos necesarios para la
construccion de dicha bodega, los datos usados y calculos desarrollados han sido
generados por el programa informatico Metal 3D, de CYPE Ingenieros. Seran
expuestos como resultados finales y para informacién practica de los calculos
estructurales, no mostrando asi las salidas informaticas generadas en los calculos
informaticos para el dimensionamiento del forjado, pilares, vigas maestras, muro de
contencion y losa de cimentacion.

No es objeto de esta tesis un estudio ingenieril en profundidad en lo relativo a
la construccion de la bodega, como si el estudio comparativo de ambos sistemas de
fermentacion desde una perspectiva microbiologica.

Se ha tenido en cuenta que la bodega de fermentadores cumpla todos los
requisitos necesarios de seguridad y salud en el trabajo. Con este fin se han dispuesto
pasillos de anchura suficiente, que permitan un cémodo acceso para el control visual

del estado de los fermentadores y unas 6ptimas condiciones higiénico-sanitarias.
A partir de las mediciones se presupuestara la obra para considerar la

diferencia de inversion entre el sistema de fermentadores enterrados y el de construir

un so6tano visitable donde ubicar fermentadores de tipo aéreo.

Las tablas y figuras que conforman esta tesis son de elaboracion propia, citando la

fuente, en su caso.

87



RESULTADOS




Resultados

Los distintos puntos que conforman el apartado de Resultados se presentan en
capitulos que se corresponden con los de Materiales y Métodos.

CAPITULO 1

3.1 IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO

3.1.1 Aislamiento de bacterias del acido lactico

A lo largo de las campanas 2006/07, 2007/08, y 2008/09 se tomaron las
muestras microbiolégicas en el periodo que abarca desde la puesta del fruto en los
fermentadores hasta completarse la fermentacion. Tras sembrarlas en medios en
placas de cultivo, y considerando 150 de ellas, se realizd6 una observacion
macroscopica del aspecto de las colonias y microscopica de algunas de ellas,
aislandose 115 unidades formadoras de colonias procedentes de los cultivos silvestres
de la bodega de fermentacion, y 150 de los fermentadores enterrados en la primera
campana, 90 y 104 en la segunda, 102 y 128 en la tercera, respectivamente (Tabla

3.1). Todos los aislados se conservaron en picadura de MRS + JT.

Tabla 3.1 Nimero de aislados en campaiia (n = 689).

F.E. fermentador enterrado F.B. fermentador en bodega
Campaina 2006/07 2007/08 2008/09
Tipo de fermentador F.E. F.B. F.E. F.B. F.E. F.B.
Namero de aislados 150 115 104 90 128 102
Total 265 194 230
3.1.2 Identificacion de las cepas de bacterias del acido lactico

La observacion del crecimiento colonial no ofrecié diferencias significativas, la
casi totalidad de las colonias mostr6 el mismo aspecto. Eran colonias con tonalidades
cremosas, de borde liso y generalmente con brillo. Su tamafo era bastante
homogéneo (> 85 % de las colonias, @ 1 — 2 mm) (Figura 3.1), correspondiendo un

porcentaje pequefio a colonias puntuales.
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Figura 3.1. Aspecto de las colonias de bacterias del acido lactico

Se aislaron 689 cepas (durante las tres campanas), que fueron sometidas a la
reaccion de la catalasa para determinar su pertenencia o no al grupo de las BAL. La
gran mayoria, en cada campana y fermentador fueron catalasa negativas, 604 cepas
del total (87,6 %) (Figura 3.2).
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Numero de aislados

H Fermentadores enterrados
[ Fermentadores en bodega

Figura 3.2. Distribucion de las cepas bacterianas por su respuesta a la reaccion de la
catalasa (campanas 2006/07, 2007/08, 2008/09)
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La mayoria de las cepas ensayadas resultaron ser anaerobias facultativas, 549
de las 689 aisladas (Figura 3.3), casi el 80% del total.

160
140 A
120 A
" _
o I
8 100 -
R =
©
L 80 =
o
(0]
£ 60 A
3
=
40 -
20 -
0 T T
Total Gram +
B FE 06/07
1 FE 07/08
I FE 08/09
1 FB 06/07
I FB 07/08
I FB 08/09

Figura 3.3. Distribucion de las cepas por su respuesta a la tincion de Gram

La observacion al microscopio de los aislados, tras descartar a las cepas Gram

variables y catalasa positivas, mostro los siguientes resultados:

Ninguna de las bacterias mostré6 movilidad por traslaciéon, tal como
corresponde a las BAL. La morfologia celular permiti6 encontrar un grupo
ampliamente mayoritario de cepas (bacilos alargados, de tamafo 0,5 - 1,5 pm x 1,5 -
10 pym; aislados en su gran mayoria, pero formando a veces parejas o cadenas
cortas), y otras cepas, en torno al 10 % (bacilos cortos, 0,5 - 1,2 pym x 1,5 — 4 pm;
agrupados en cadenas variables y una minoria aislados) (Figura 3.4). La observacion
morfologica de los aislados permitié, en una primera aproximaciéon, considerar en un

porcentaje superior al 90 %, que las cepas pertenecian a especies de lactobacilos.
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La prueba siguiente consisti6 en la determinacion de la ruta metabdlica
utilizada para fermentar la glucosa y el gluconico, siendo determinante la produccion
o no de CO2 a partir de dichos sustratos carbonados. Todas las cepas crecieron en
medio con glucosa o con gluconico, pudiendo ser divididas en tres grupos

fermentativos diferentes dependiendo de los resultados mostrados en la Tabla 3.2

Tabla 3.2 Tipos de metabolismo de las bacterias acido lacticas

TIPO 1 TIPO II TIPO III
METABOLISMO Homofermentativo Heterofermentativo Heterofermentativo
facultativo
CO; a partir de i + i
glucosa
CO; a partir de i + +
gluconico

La utilizacion de glucosa o gluconico por las cepas aisladas dio como resultado
la existencia de los tres tipos de fermentacion anteriormente senalados (Figura 3.5).
Se observa un predomino notable de BAL heterolacticas facultativas, lo que supone
alrededor del 95 % al final de campana en los fermentadores enterrados y del 90 % en
los fermentadores en bodega, siendo las BAL homofermentativas obligadas las
minoritarias en todas las campanas y fermentadores. La distribucion a lo largo de las

tres campanas fue practicamente constante.
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Todas las cepas de BAL aisladas se sometieron a la fermentacion de diversos
azlcares para determinar el tipo de metabolismo fermentativo al que pertenecen. En
base a todos los resultados obtenidos en esta prueba, se obtuvieron dos grupos
dentro del tipo fermentativo heterolactico (HE1, HE2,), y dos grupos dentro de los
restantes tipos fermentativos, el homolactico (H1) y el heterolactico facultativo (HF1)
(Tabla 3.3).

La Tabla 3.4 muestra los resultados del crecimiento de las cepas a
diferentes temperaturas de incubacion, observandose que practicamente todas las

cepas mostraron un crecimiento a 15 °C, mientras que a 45 °C fue escaso.
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Campana 06/07 Fermentador en Bodega

Campana 06/07 Fermentador enterrado

B Heterolacticas facultativas R Heteroldcticas facultativas

I Heteroldcticas [ Heterolacticas
[0 Homolacticas =0 Homolacticas.

Campana 07/08 Fermentador enterrado Campana 07/08 Fermentador en Bodega

N Heterolacticas facultativas
N Heteroldcticas N Heterolacticas facultativas
. Homolkacticas Heterolacticas
[0 Homolacticas

Campana 08/09 Fermentador enterrado Campana 08/09 Fermentador en Bodega

B Heterolactoas facultativas B Heterolacticas facultativas
[ Heteroldcticas B Heteroldcticas

[ Homolacticas [0 Homolacticas

Figura 3.5. Distribucion de los diferentes tipos fermentativos de las cepas de bacterias
del acido lactico aisladas (campaias de 2006/07, 2007/08 y 2008/09)
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Tabla 3.3 Grupos fermentativos de las bacterias acido lacticas ensayadas

H1 HE1 HE2 HF1
Arabinosa - - + d
Xilosa - + d -
Celobiosa + - - +
Galactosa + d d +
Lactosa - + d +
Maltosa - + + +
Meliobiosa - - + +
Rafinosa - - d +
Trealosa - - - +
+, crecimiento; -, no crecimiento; d, crecimiento muy débil.

Tabla 3.4. Crecimiento de las distintas cepas a 15 °C y 45 °C

H1 HE1 HE2 HF1
Crecimiento a 15 °C d + + +
Crecimiento a 45 °C d - - d

Finalizadas las pruebas, se hizo corresponder a cada grupo con una especie,
obteniendo los siguientes resultados:

H1: Pediococcus sp.

HE1: Leuconostoc sp. (L. mesenteroides)

HE2: Lactobacillus brevis

HE2: Lactobacillus plantarum

La especie predominante es Lactobacillus plantarum, llegando a predominar en
gran parte del proceso y hasta finalizar la fermentacion (Figuras 3.6, 3.7, 3.8, 3.9,
3.10 y 3.11). Los géneros Leuconostoc y Pediococcus dominan al comienzo de la
fermentacion, hasta que se desarrollan los lactobacilos y, practicamente en solitario,

la completan.
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3.1.3 Evolucion poblacional de bacterias del acido lactico

Se hizo un seguimiento como recuento de viables de las poblaciones de
bacterias acido lacticas totales en cada uno de los fermentadores en bodega (FBI,
FB2, FB3) y enterrados (FE1, FE2, FE3) a lo largo de las tres campanas.

Los resultados para una mejor representacion grafica, se expresan como log
de u.f.c./ml, entendidos como el numero de colonias por placa de Petri partido por el
factor de dilucion y el volumen (ml) anadido en placa.

Como puede verse en las siguientes figuras 3.12, 3.13 y 3.14, para todos los
casos y cuantitativamente, las poblaciones son superiores, a veces hasta en mas de
dos unidades logaritmicas en los fermentadores en bodega, siendo para las distintas
campanas los valores similares y mas homogéneos que en los fermentadores

enterrados.
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Figura 3.12. Campaifa 2006/2007. Poblacion total de bacterias acido lacticas
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Figura 3.13. Campaifa 2007/2008. Poblacion total de bacterias acido lacticas
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Figura 3.14. Campaina 2008/2009. Poblacion total de bacterias acido lacticas
3.1.4 Seleccion de cepas de bacterias del lactico

Se realizaron pruebas selectivas partiendo de 115 aislados bacterianos,
procedentes de las salmueras de fermentacion que mostraron una evolucion de los
parametros quimicos mas eficientes y cuando la concentracion microbiana era mas

alta, estudiandose la capacidad para realizar la fermentacion acido lactica.

Las pruebas siguieron un orden secuencial que nos permitio ir seleccionando
a las BAL de forma progresiva. Evidentemente el consumo de glucosa es un
parametro critico, con independencia de otras caracteristicas deseables en las cepas,

por lo que se incluy6 en los medios selectivos una cantidad de glucosa (2 g/1).

3.1.5 Evolucion del pH en presencia de tampoén

Este método permiti6 hacer una seleccion primaria y eliminar asi la mayor
parte de los aislados silvestres carentes de interés. Del total de los 115 aislados, se
comprobo que a las 24 horas, 52 no modificaron el pH (Grupo I), 41 lo modificaron
ligeramente, entre 0,2 y 0,4 unidades de pH (Grupo II), y 22 lo modificaron en mas de
0,6 unidades (Grupo III) (Figura 3.15). En estas ultimas cepas, los cambios de pH
pudieron registrarse a tiempos cortos, como se aprecia en la Figura 3.16, donde en

una hora, el pH se increment6 en 0,1 unidades.
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Il Grupol
[ Grupo Il
BN Grupo Il

Figura 3.15. Distribucion de las cepas modificadoras de pH

4.55

Figura 3.16. Evolucion del pH (24 horas) de un medio con glucosa como tunica fuente
carbonada, tras ser inoculado con la cepa BAL-17 (L. plantarum).
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3.1.6

Fermentacion acido-lactica

En base a los resultados del apartado anterior, se procedi6 a elegir 10 cepas

de las que no habian modificado el pH del tampon con glucosa, otras 10 que lo

habian hecho parcialmente, y las 22 cepas seleccionadas. Las condiciones del ensayo

fueron similares a las anteriores. Con esta prueba se perseguia el objetivo de

cuantificar el acido lactico, mediante analisis cromatografico (Figura 3.17).
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Figura 3.17.

hinutes

Cromatograma de BAL grupo III, donde se muestra el pico para la

determinacion en la produccion de acido lactico

Los resultados obtenidos fueron concluyentes, de modo que las cepas que no

modificaron el pH tampoco consumieron la glucosa, las que lo hicieron ligeramente,

también lo modificaron parcialmente (en torno al 25 %) y, las cepas seleccionadas lo

consumieron practicamente en su totalidad (Figura 3.18).
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Figura 3.18. Evolucion de la glucosa y el pH, en un medio tamponado e inoculado con

tres BAL seleccionadas.

3.1.7

Tiempo de generacion

La determinacion del tiempo de generacion (G) de cada cepa seleccionada, es

un parametro de interés en cualquier estudio que implique un desarrollo activo y un

crecimiento de la poblacion de bacterias. Este ensayo nos permitio eliminar algunas

cepas de las 22 cepas seleccionadas, exactamente las que mostraron un valor

superior de G. Los valores de G estuvieron comprendidos entre 45 y 150 minutos. La

Tabla 3.5 representa el tiempo de generacion de algunas de las cepas consideradas.
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Tabla 3.5. Tiempo de generacion de las cepas seleccionadas

CEPA

BAL-31

BAL-6

BAL-108

BAL-55

BAL-19

BAL-40

BAL-27

BAL-17

BAL-82

BAL-12

85

72

143

91

47

64

116

62

77

96

BAL-19 (Lactobacillus plantarum),

notable capacidad para modificar el pH en un medio tamponado.

Los resultados obtenidos en este ensayo nos permitié seleccionar a la cepa

108

como la que mostré6 una G menor, asi como una
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CAPITULO 2

3.2.1 ANALISIS FISICO-QUIMICOS

° Medidas del acido lactico

En primer lugar, para comprender el comportamiento del acido lactico
(CH3CH[OH]-COOH) en disolucion (salmuera de fermentacion en nuestro caso), hay
que tener en cuenta que se trata de un acido monoproético parcialmente ionizado
(neutralizado), y que se encuentra en constante equilibrio con el otro acido

involucrado en la concentraciéon de H* en el medio, el acido acético (CHzCOOH).

Ki(AH): + K2(AH)2

A1+ A

El pH (-log [H*]) es funcién de cada uno de los acidos y de la cantidad de base
anadida, la que a su vez condiciona la fraccion de base que corresponden a la forma
ionizada de cada acido (A-1, A»). Se pueden calcular éstas fracciones conociendo las

cantidades totales de cada acido y la base anadida, por las siguientes ecuaciones:

[(AH1)] = (AHy) + A Acidez combinada: b=A+ A
[(AH2)] = (AH2) + A~ Acidez libre: Al = (AH); + (AH).
A1+As=Db Acidez volatil: Av = (AH)2 + A,

En nuestro caso A-; seria el iéon lactato y A el ién acetato. Como tales, en
salmuera estan formando sales o como forma acida (AH): acido lactico y (AH)2 acido
acético, nunca como iones libres. La acidez volatil se supone que corresponde a la

cantidad total de acido acético. La cantidad total de acido lactico se determina:

Lactico total = Al + b - Av = (AH)1 + (AH)Q + A1+ As - (AH)Q -Ao = (AH)1 + A

Av Al ariadir sales, varia el equilibrio

/ \ y cambia la acidez
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la acidez volatil, como ya se ha comprobado en anteriores estudios (Montafo
A. et al. 2003), en la variedad Hojiblanca tiene una incidencia no significativa,
inferior al 5 %.

En todos los resultados obtenidos se expresan las medidas de acidez, pH,
cloruro sodico y temperatura medias por temporada en funcién del tipo de
fermentador empleado.

En los fermentadores en bodega, los valores medios por campana relativos a
la acidez fueron similares. Los primeros dias de la puesta del fruto en salmuera
ofrecieron una acidez libre en torno al 0,1 % (de acido lactico por 100 ml de salmuera
(p/Vv)), que se comenzaron a estabilizar, al igual que los valores de acidez combinada,
a los 25 - 30 dias del comienzo de la fermentacion, llegando a alcanzar unos valores al
final de campana cercanos al 1 % (Figura 3.19). Los valores de acidez combinada
frecuentemente llegaron a final de campana por debajo de 0,1 N, mientras que los
primeros valores estaban sobre 0,13 — 0,15 N.

Se presenta la relacion acidez combinada / acidez libre pues fue uno de los
ratios que mostré una correlacion directa con el grado de desarrollo de la cuarta fase

de fermentacion del fruto.

El pH, a pesar de arrojar valores incluso superiores a 7, presenté un
descenso acusado en las dos primeras semanas, estabilizandose de forma gradual

hasta valores en torno a 4 incluso inferiores al final de campana (Figura 3.20).

La concentracion de cloruro sodico, que al colocar las aceitunas en la
salmuera era del 10 — 11 %, a los pocos dias se equilibra hacia valores comprendidos

entre S - 6 %, manteniéndose practicamente constante hasta el final de la campana.
La temperatura en todos los fermentadores en bodega mantuvo unos valores

en salmuera sobre los 21° C — 22° C. La temperatura ambiente en el exterior de la

bodega oscil6 hacia unos valores medios bajos propios de la temporada (Figura 3.21).
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Figura 3.19. Valores medios de acidez en fermentadores en bodega (FB1, FB2, FB3),
campaia 2006 / 2007
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Figura 3.20. Valores medios de acidez y pH en fermentadores en bodega (FB1, FB2,
FB3), campaia 2006 / 2007
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25
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T2 salmuera
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Figura 3.21. Valores medios de temperatura en fermentadores en bodega (FB1l, FB2,
FB3), campana 2006 / 2007

Los datos de temperatura ambiente registrados a lo largo de las tres
campafas se muestran graficamente como datos medios (Figura 3.22). Estos inciden
con mayor relevancia en las fermentaciones acontecidas en los fermentadores
enterrados, ya que éstos, como se menciono anteriormente, estan dirigidos por la
propia inercia térmica del proceso de fermentacion presentando fluctuaciones que

hacen que el rango de temperatura en estos fermentadores sea mayor.
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Figura 3.22. Valores medios de temperatura ambiente en las tres campanas
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En los fermentadores enterrados, la media de campana por fermentador fue
de unos 4 meses. Los valores de acidez, pH y temperatura de fermentacion se

mostraron diferentes a los situados en bodega, ver Figuras 3.23, 3.24 y 3.25.

6 0,15
5 4 - 0,14
4 - 0,13
Acidez 3 - 0,12 Acidez
libre combinada
2 - F 0,11
14 - 0,10
0 - - 0,09
T T T T T T T 0,08
0 20 40 60 80 100 120 140

Dias fermentacion

—e— Acidez libre
-0~ Ac. combinada/Ac. libre
—e— Acidez combinada

Figura 3.23. Valores medios de acidez en fermentadores enterrados (FE1l, FE2, FE3),

campaia 2006 / 2007

Principalmente, se observa una reduccion de la acidez combinada
gradualmente mas espaciada en el tiempo y unos valores de acidez libre similares
aunque algo inferiores al final de campana respecto a los fermentadores en bodega,
del orden de unas 0,2 unidades.

Para alcanzar el umbral de un pH inferior a 4,5 transcurren unos 50 dias de
media, mientras que en los fermentadores en bodega se alcanzaba en torno a las tres
semanas. Siendo critico un valor de pH inferior a 5 - 4,5 para evitar el crecimiento de
bacilos Gram-negativos tipo coliformes (Enterobacter sp., Citrobacter sp., Klebsiella
aerogenes y Escherichia coli y otras especies (Aeromonas sp., Pseudomonas sp.,

Achromobacter sp., y Flavobacterium sp.)
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Figura 3.24. Valores medios de acidez y pH en fermentadores enterrados (FE1, FE2,
FE3), campaia 2006 / 2007
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Figura 3.25. Valores medios de temperatura en fermentadores enterrados (FE1,
FE2, FE3), campana 2006 / 2007
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Se aprecian unas diferencias notables en la temperatura de la salmuera de
fermentacion (Figura 3.25), como en las sucesivas campanas (Figura 3.26 y 3.27),
mientras en los fermentadores en bodega se mantenia alrededor de los 21° C. En el
caso de los fermentadores enterrados la temperatura fluctia entre los 20° C y los 16°
C, en funcion de la temperatura ambiental. Lo que incide principalmente en el
numero de UFC/ml de cada tipo de fermentador (epigrafe 3.1.3).

Asimismo, los valores en las sucesivas campanas no mostraron diferencias
significativas, salvo las senaladas para ambos tipos de fermentadores, como se

expone a continuacion.
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Figura 3.26. Valores medios de temperatura en fermentadores en bodega [A] y

enterrados [B], campaifa 2007 / 2008
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Figura 3.27. Valores medios de temperatura en fermentadores en bodega [A] y

enterrados [B], campaina 2008 / 2009
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Los datos obtenidos de pH, acidez libre, combinada y ratio AC/AL para las
campanas 07/08 y 08/09 se muestran graficamente en figuras 3.28 y 3.29.
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Figura 3.28. Valores medios en fermentadores en bodega [A] y enterrados [B],
campaia 2007 / 2008
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3.2.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se toma como modelo para analisis estadistico los datos de una fermentacion
media para bodega de fermentacion y otra para fermentadores enterrados. Teniendo
en cuenta a su vez los valores medios alcanzados en las tres campanas, es decir, la
fermentacion modelo para bodega y para fermentadores enterrados, arrojando los

siguientes resultados.

3.2.2.1 Fermentadores en bodega

e Ajuste de curva de pH con la acidez.

El pH se considera como variable de respuesta y el cociente de relacién acidez
combinada / acidez libre, como factor explicativo cuantitativo para predecir la

variable de respuesta (Figura 3.31).

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir la

relacion entre pH y Ac/Al. La ecuacion del modelo ajustado es:

pH = 3,96573 + 1,45072 X (Ac/Al)

Puesto que el valor-P para la pendiente es menor que 0,05, existe una
relacion estadisticamente significativa entre las variables, con un 95,0 nivel de

confianza.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 98,10% de la
variabilidad en pH. EIl coeficiente de correlacion es igual a 0,9905, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables. EIl error estandar del estimado
indica que la desviacion estandar de los residuos es 0,190416. Este valor se usa para

construir los limites de prediccion para las nuevas observaciones.

El error absoluto medio (MAE) de 0,146637 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos para
determinar si hay alguna correlacion significativa basada en el orden en el que se
presentan en el archivo de datos. Puesto que el valor-P es mayor que 0,05, no existe

indicacion de una posible correlacion serial en los residuos.
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La salida también muestra una grafica del modelo ajustado. Las cotas
muestran los limites de 99,0% de prediccion para nuevas observaciones de pH a
valores dados de Ac:Al. Se han tabulado tanto los limites de confianza para la media
como los limites de prediccion de las nuevas observaciones para los valores elegidos

de Ac:Al.

La grafica de residuos muestra los residuos Estudentizados frente a los
valores de Ac:Al y frente al nimero de fila. Cualquier patréon no aleatorio indicaria
que el modelo seleccionado no es adecuado para describir los datos observados.

Ademas, cualquier valor fuera del rango de -3 a +3 bien podria ser un dato aberrante.

Se puede apreciar la tabla de frecuencias para Ac/Al (Tabla 3.6) y
graficamente los resultados de la tabulacion en histograma (Figura 3.30), donde se
ejecuta una tabulacion de frecuencias dividiendo el rango de Ac:Al en intervalos del
mismo ancho, y contando el nimero de datos en cada intervalo. Las frecuencias
muestran el numero de datos en cada intervalo, mientras que las frecuencias

relativas muestran las proporciones en cada intervalo

Tabla 3.6. Frecuencias para Ac:Al
Limite Limite Frecuencia |Frecuencia Frecuencia
Clase |[Inferior Superior  [Punto Medio Frecuencia |Relativa Acumulada Rel. Acum.
menor o igual -0,1 0 0,0000 0 0,0000
1 -0,1 0,65 0,275 5 0,7143 5 0,7143
2 0,65 1,4 1,025 0 0,0000 5 0,7143
3 1,4 2,15 1,775 1 0,1429 6 0,8571
4 2,15 2,9 2,525 1 0,1429 7 1,0000
mayor de 2,9 0 0,0000 7 1,0000
Media = 0,726722 Desviacion Estandar = 0,861207
Hisograma
SE 3
s ‘F E
2 3F =
] E E
3 2F 3
o E 7
B E
0E : : E
0,1 0,9 1,9 2,9 39
Ac:Al

Figura 3.30. Histograma de tablas de frecuencia para Ac/Al
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Figura 3.31. Resultados de ajustar
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Si hacemos una comparacion entre las variables acidez combinada, libre y
pH, podemos, mediante una tabla ANOVA, descomponer la varianza de los datos en
dos componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de grupos
(Figura 3.32).

La salida muestra el tamano de muestra, media y desviacion estandar para
cada columna de datos. También se muestra un diagrama de dispersion, uno de caja
y bigote, la tabla ANOVA, la grafica de medias y la grafica de analisis de medias.

La salida también muestra 3 diagramas de caja y bigote, uno para cada
columna de datos. La parte rectangular de la grafica se extiende desde el cuartil
inferior hasta el cuartil superior, cubriendo la mitad central de cada muestra. La
linea central dentro de cada caja indica la localizacion de la mediana de cada
muestra. El signo + indica la localizacién de la media de cada muestra. Los bigotes
se extienden desde la caja hasta los valores minimo y maximo de cada muestra,
excepto para cualquier punto alejado 6 muy alejado, los que se grafican en forma
individual. Puntos alejados son aquellos que quedan a mas de 1,5 veces el rango
intercuartilico por arriba 6 por debajo de la caja y se muestran como pequenos
cuadrados. Puntos muy alejados son aquellos que quedan a mas de 3,0 veces el
rango intercuartilico por arriba 6 por abajo de la caja, y se muestran como pequenos
cuadrados con un signo + en su interior. En este caso, no hay puntos alejados ni
puntos muy alejados.

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes;
un componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. La razéon-F, que
en este caso es igual a 93,2739, es el cociente entre el estimado entre grupos y el
estimado dentro de grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05,
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables
con un nivel del 95,0% de confianza.

Las pruebas de verificacion de varianzas evaluan la hipoétesis nula de que las
desviaciones estandar de cada una de las 3 columnas es la misma. Puesto que el
valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza. Esto viola uno de los
supuestos importantes subyacentes en el analisis de varianza e invalidara la mayoria
de las pruebas estadisticas comunes.

La Grafica de Medias muestra las medias de las 3 columnas de datos.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa

(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus
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intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Cualquier par de intervalos que no
se solapen verticalmente corresponden a pares de medias que tienen una diferencia
estadisticamente significativa.

La Grafico de Analisis de Medias muestra la media de cada una de las 3 muestras.
También se muestra la media global y los limites del 95% de decision. La muestra
que se encuentren afuera de los limites de decision son estadisticamente diferentes de

la media global.

SnepStat: Comparscién Varias Muestras
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Figura 3.32. Comparacion variables acidez combinada, acidez libre y pH
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° Analisis multivariado.

Este procedimiento esta disefiado para resumir varias columnas de datos
cuantitativos. Calculara varios estadisticos, incluyendo correlaciones, covarianzas y
correlaciones parciales. En el procedimiento también estan incluidas una serie de
graficas multivariadas, que proporcionan vistas interesantes de los datos.
Datos/Variables:

Ac/Al

pH

Acidez combinada
Acidez libre

Tabla 3.7. Resumen Estadistico

Ac:Al pH Acidez combinada Acidez libre
Recuento 7 7 7 7
Promedio 0,726722 5,02 0,108571 0,418571
Desviacion Estandar 0,861207 1,2614 0,0167616 0,334436
Coeficiente de Variacion 118,506% 25,1275% 15,4383% 79,8995%
Minimo 0,101124 3,93 0,09 0,06
Maximo 2,33333 7,17 0,14 0,89
Rango 2,23221 3,24 0,05 0,83
Sesgo Estandarizado 1,53657 1,22245 1,29754 0,330854
Curtosis Estandarizada 0,489082 -0,151521 0,684844 -1,04977

Esta tabla muestra el resumen estadistico para cada una de las variables
seleccionadas. Incluye medidas de tendencia central, de variabilidad, y de forma. De
particular interés aqui es el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las que
pueden usarse para determinar si la muestra proviene de una distribucion normal
(Tabla 3.7). Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican
desviaciones significativas de la normalidad, las que tenderian a invalidar muchos de
los procedimientos estadisticos que se aplican habitualmente a estos datos. En este
caso, ninguna de las variables muestran valores de sesgo estandarizado y de curtosis
estandarizada fuera del rango esperado. Igualmente, ninguna de las variables

muestran curtosis estandarizada fuera del rango esperado.
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La Tabla 3.8 muestra las correlaciones momento producto de Pearson, entre

cada par de variables. El rango de estos coeficientes de correlacion va de -1 a +1, y
miden la fuerza de la relacion lineal entre las variables. También se muestra, entre
paréntesis, el nimero de pares de datos utilizados para calcular cada coeficiente. El
tercer numero en cada bloque de la tabla es un valor-P que prueba la significancia
estadistica de las correlaciones estimadas. Valores-P por debajo de 0,05 indican
correlaciones significativamente diferentes de cero, con un nivel de confianza del
95,0%. Los siguientes pares de variables tienen valores-P por debajo de 0,05:

Ac:Aly pH

Ac:Al y Acidez combinada

Ac:Al y Acidez libre

pH y Acidez combinada

pH y Acidez libre

Acidez combinada y Acidez libre

Tabla 3.8 Correlaciones

Ac:Al pH Acidez combinada Acidez libre
Ac:Al 0,9905 0,9724 -0,7924
() (7) (7)
0,0000 0,0002 0,0336
pH 0,9905 0,9641 -0,8445
(7) (7) (7)
0,0000 0,0005 0,0168
Acidez combinada 0,9724 0,9641 -0,8329
(7) (7) (7)
0,0002 0,0005 0,0200
Acidez libre -0,7924 -0,8445 -0,8329
() () (7)
0,0336 0,0168 0,0200
Correlacion
(Tamano de Muestra)
Valor-P
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3.2.2.2 Fermentadores enterrados

e  Ajuste de curva de pH con la acidez.

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir la

relacion entre pH y Ac/Al. La ecuacion del modelo ajustado es:

pH = 4,56181 + 0,544805 x (Ac/Al)

Puesto que el valor-P para la pendiente es menor que 0,05, existe una
relacion estadisticamente significativa entre las variables, con un 95,0 nivel de
confianza.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 84,93% de la
variabilidad en pH. EI coeficiente de correlaciéon es igual a 0,9216, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables. EI error estandar del estimado
indica que la desviacion estandar de los residuos es 0,470223.

El error absoluto medio (MAE) de 0,375577 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos para
determinar si hay alguna correlacion significativa basada en el orden en el que se
presentan en el archivo de datos. Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe
indicacion de una posible correlacion serial.

La salida también muestra una grafica del modelo ajustado (Figura 3.34).
Las cotas muestran los limites de 99,0% de prediccion para nuevas observaciones de

pH a valores dados de Ac:Al.
Se puede apreciar la tabla de frecuencias para Ac/Al (Tabla 3.9) y

graficamente los resultados de la tabulacion en histograma (Figura 3.34) mostrados

en fermentadores enterrados.

126



Resultados

Tabla 3.9. Frecuencias para Ac:Al
Limite Limite Frecuencia |Frecuencia |Frecuencia
Clase |Inferior Superior | Punto Medio Frecuencia |Relativa Acumulada |Rel. Acum.
menor o igual |-0,1 0 0,0000 0 0,0000
1 -0,1 0,65 0,275 7 0,7000 7 0,7000
2 0,65 1,4 1,025 1 0,1000 8 0,8000
3 1,4 2,15 1,775 0 0,0000 8 0,8000
4 2,15 2,9 2,525 0 0,0000 8 0,8000
mayor de 2,9 2 0,2000 10 1,0000
Media = 1,30907 Desviacion Estandar = 1,93165
Histograma
8 [— T T T ]
6 — _
© I 1
o
e L _
= 4 - I
(&) F 4
@ . ]
2 — —
O __ 1 1 1 1 __
-0,1 0,9 1,9 29 3.9
Ac:Al

Figura 3.33. Histograma de tablas de frecuencia para Ac/Al

En la figura 3.33, se han formado 4 intervalos cubriendo desde el limite
inferior de -0,1 hasta el limite superior de 2,9. Se ha tabulado el nimero de datos
que caen en cada intervalo. La grafica despliega el numero de datos en cada intervalo.
NOTA: Hay 2 datos fuera del rango de la grdfica.

La comparacion entre las variables acidez combinada, libre y pH, expresada
mediante una tabla ANOVA, puede verse en la figura 3.35

La razon-F, para el caso de fermentadores enterrados es igual a 181,637.
Como el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables con un nivel del
95,0% de confianza. El valor-P es menor que 0,05, luego existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0%
de confianza. Esto viola uno de los supuestos importantes subyacentes en el analisis

de varianza e invalidara la mayoria de las pruebas estadisticas comunes.

127




Resultados

SnapStat: Ajuste de Curva

pH = 4 88181 + 0,544805 A A

Grafico del Modelo Ajustado

Con intervalos de prevision del 29,0% Limites de Prediccion

8.2

Estimado WValor-P
Intercepte 4,58181 0.,0000
Pendiente 0544805 0,0002 T2
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Emor absolute medic = 0,375577
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Figura 3.34. Resultados de ajustar un modelo lineal

pH y Ac/Al
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SnapStat: Comparacion Varias Muestras

Grafico de Dispersicn

MMuestra Recuento MMedia Sigma gF
Acidez combiridda 0.11859 0.0188743 0
Acidez libre 10 00,3788 0,295809 i
pH 10 5275 1.14184 =l a
20 1,82357 250084 o [ B
w
S sf !
o b
=3 3
z
=k
[ '
ok 1 !
Acidez combleater libre pH
Grafico Caja y Bigotes Tabla ANOWVA
Suma de Media
0 ) ) ) 0 Fuente Cuadrados Gl Cuadrado Razon-F
) Entre 188,825 2 24,4123 181,84
: combinads Dento de 12,5477 27 0,464728
Total 181,372 29
Acides libre m Valor-F = 10,0000
Verificacion de Warianza
Levene's: 14,0755
pH . | Valor-P = 0,0001
] 2 =3 8 2
respuests
Grafico de Medias Grafico ANOM
Con intervalos LSD del 95,0% Con 95% Limites de Decision
a1 o (5]
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Figura 3.35. Comparacion variables acidez combinada, acidez libre y pH
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° Analisis multivariado.

En el caso de fermentadores enterrados,

encontramos el siguiente resumen estadistico (Tabla 3.10):

Datos/Variables:

Ac/Al
pH

Acidez combinada

Acidez libre

Tabla 3.10. Resumen Estadistico

para este tipo de analisis,

Ac:Al pH Acidez combinada Acidez libre
Recuento 10 10 10 10
Promedio 1,30907 5,275 0,1169 0,3788
Desviacion Estandar 1,93165 1,14194 0,0198743 0,299609
Coeficiente de Variacion 147,559% 21,6482% 17,0011% 79,0942%
Minimo 0,107595 4.2 0,085 0,028
Maximo 5,14286 7,3 0,144 0,79
Rango 5,03526 3,1 0,059 0,762
Sesgo Estandarizado 2,13795 1,01587 -0,392694 0,305228
Curtosis Estandarizada 0,763531 -0,418055 -0,5755 -1,1155

En el caso de fermentadores enterrados, las siguientes variables muestran

valores de sesgo estandarizado:

Ac/Al

No obstante, ninguna de las variables muestran curtosis estandarizada fuera

del rango esperado.

Las correlaciones entre cada par de variables pueden verse en la tabla 3.11, donde
todos los pares de variables, igualmente que para los fermentadores en bodega,

presentan Valores-P por debajo de 0,05 indicando correlaciones significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.
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Tabla 3.11. Correlaciones

Ac:Al pH Acidez combinada Acidez libre
Ac:Al 0,9216 0,7630 -0,7276
(10) (10) (10)
0,0002 0,0103 0,0171
pH 0,9216 0,9044 -0,9190
(10) (10) (10)
0,0002 0,0003 0,0002
Acidez combinada 0,7630 0,9044 -0,9700
(10) (10) (10)
0,0103 0,0003 0,0000
Acidez libre -0,7276 -0,9190 -0,9700
(10) (10) (10)
0,0171 0,0002 0,0000

Correlacion

(Tamafio de Muestra)

Valor-P

Como resumen grafico se muestran todos los diagramas de dispersion entre

cada par de las variables seleccionadas en el analisis tanto para los fermentadores en

bodega (Figura 3.36), como para los fermentadores enterrados (Figura 3.37). Cada

par de variables se grafica dos veces, una con la primera variable en el eje-X, y otra

con esa en el eje-Y. Por ejemplo, todos los diagramas en la primera fila tienen a Ac:Al

en el eje-Y, y todos los diagramas en la primer columna tienen a Ac:Al en el eje-X.

Este es el equivalente grafico de una matriz de correlaciones y se utiliza para

ayudar a determinar qué variables estan mas fuertemente relacionadas con otras.
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Figura 3.36. Diagrama de dispersion en fermentadores en bodega
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Figura 3.37. Diagrama de dispersion en fermentadores enterrados
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CAPITULO 3

elaborado.

3.3.1

3.3.1.1

A continuacion, se incluye el resumen general del presupuesto

EVALUACION PRESUPUESTARIA

BODEGA DE FERMENTACION

En la tabla 3.12 se resume el presupuesto para fermentadores en bodega.

Seguidamente, se muestran los presupuestos parciales (Tabla 3.13)

Tabla 3.12. Resumen general del presupuesto para fermentadores en bodega
Apartado | Resumen Importe (€)
OBRA CIVIL
Al MOVIMIENTO DE TIERRAS 37.703,02
A2 CIMENTACION 83.714,89
A3 ESTRUCTURA DE HORMIGON 106.560,54
TOTAL PRESUPUESTO EJECUCION MATERIAL 227.978,45
10 % Gastos Generales 22.797,84
6 % Beneficio Industrial 13.678,70
Suma de G.G. y B.I. 36.476,54
gglrlz‘Aélolla\]l?r%sAt'JrTESTo EJECUCION 264.454,99
MAQUINARIA
A4 MAQUINARIA 109.440
Total Presupuesto Compra Directa 109.440
RESUMEN GENERAL DEL PRESUPUESTO
EIIQVESUPUESTO EJECUCION POR CONTRATA DE OBRA 264.454,99
PRESUPUESTO POR COMPRA DIRECTA DE 109.440
MAQUINARIA
373.894,99
18 % I.V.A. 67.301,10
TOTAL PRESUPUESTO GENERAL 441.196,09
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El total del presupuesto general asciende a la expresada cantidad de
CUATROCIENTOS CUARENTA Y UN MIL CIENTO NOVENTA Y SEIS EUROS CON
NUEVE CENTIMOS.

Como indice comparativo se emplea la inversion por kilogramo de aceituna

procesada, que para la bodega de fermentacion asciende a:

Tabla 3.13.

Inversion 441.196,09

= - 0,55 €/Kg.

Kg. Aceituna 800.000

Presupuestos parciales para fermentadores en bodega

cODIGO

DESCRIPCION CANTIDAD

PRECIO

IMPORTE (€)

APARTADO 1. MOVIMIENTO DE TIERRAS

01.01

M2 DESBROCE Y LIMPIEZA DEL TERRENO

M2 Desbroce y limpieza de terreno por

medios  mecanicos, sin carga ni

1111,08
transporte.

0,54

599,98

01.02

M3 EXCAVACION MECANICA

M3 Excavacion a cielo abierto en terreno

de consistencia floja, con excavadora de 2

m3 de capacidad de cuchara, con

extraccion de tierra a los bordes, en

vaciado.

4.888,75

2,26

11.048,58

01.03

M3 TRANSPORTE TIERRAS < 10 KM CARGA MECANICA

M3 Transporte de tierras procedentes de

excavacion a vertedero, a una distancia
menor de 10 Km., con camién volquete de

10 Tm. y con carga por medios mecanicos. 4.888,75

4,06

19.848,32

01.04

M2 COMPACTADO DE TIERRAS SIN APORTE

M2 Compactacion de tierras con

apisonadora vibrante de 6 Tm. sin aporte

de tierras, con un espesor de 30 cm. 1111,08

2,05

2.277,71

01.05

M3 RELLENO Y COMPACTADO MECANICO C/ APORTE

M3 Relleno, extendido y compactado de

una base de zahorra de 20 cm. de espesor,
por medios mecanicos y regado de la

misma 222,22

17,84

TOTAL APARTADO 1

37.703,02
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CcODIGO DESCRIPCION CANTIDAD | PRECIO | IMPORTE (€)
APARTADO 2. CIMENTACION
02.01 M3 HORMIGON LIMP. HM-10 /P/ 40 CIM. VERT. GRUA

M3 Hormigén en masa HM-10 N/mm? (H-

100 Kg/cm?) T max. 40 mm. elaborado en
central para limpieza y nivelado de fondos
de cimentacion, incluso vertido con

pluma-graa, vibrado y colocacion. 55,55 80,04 4.446,22

02.02 M3 HORMIGON HM-25 /P/ 40 LOSA C.L.V.G. CIM.

M3 Hormigén en masa h-m25 N/mm? (H-

250 Kg/cm?) T max. 40 mm. elaborado en
central, en losas de cimentacion, incluso
vertido con pluma-gria, vibrado y

colocacion. 443,43 103,27 45.793,90

02.03 KG. ACERO CORRUGADO B 400-S

Kg. de acero corrugado B 400-S incluso

cortado, doblado, armado y colocado en

obra, i/p.p. de mermas y despuntes 30.700 0,88 27.016

02.04 M2 ENCOFRADO MADERA LOSAS CIMENTACION

M2 Encofrado y desencofrado con madera

suelta en losas de cimentacion,

considerando 8 posturas 650 9,86 6.409

TOTAL APARTADO 2 83.714,89
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cODIGO

DESCRIPCION

CANTIDAD

PRECIO

IMPORTE (€)

APARTADO 3. ESTRUCTURA DE HORMIGON

03.01

KG. ACERO CORRUGADO B 400-S

Kg. Acero corrugado B 400-S incluso
cortado, doblado, armado y colocado en

obra, i/p.p. de mermas y despuntes.

16.480,00

0,88

14.502,40

03.02

M3 HOR.HM-25/P/20 MUROS V.G.CEN

M3 Hormigén en masa para armar HM-25
N/mm? (H-250 Kg/cm?) Tmax. 20 mm.
elaborado en central, en muros de
cimentacién, incluso vertido con pluma-

grua, vibrado y colocacion.

136,69

109,26

14.934,75

03.03

M2 ENCOFRADO METALICO EN MUROS 1 C

M2 Encofrado y desencofrado a una cara
en muros con paneles metalicos de 5 a
10 m? de superficie, considerando 20

posturas, aplicacién de desencofrante.

340,00

26,02

8.846,80

03.04

M3 HORMIGON PARA ARMAR HM-25 PILAR

M3 Hormigén para armar HM-25 N/mm?
(H-250 Kg/cm?) Tmax. 20 mm. elaborado
en central, en pilares, incluso vertido con

pluma-gruaa, vibrado y colocado.

16,82

94,11

1.582,93

03.05

M2 ENCOFRADO PILAR CIRC. PVC

M2 Encofrado de pilares circulares con
tubo de PVC, de hasta 4 m. de altura y 30
cm. g, que permanece como

recubrimiento.

238,00

18,73

4.457,74

03.06

M3 HORM. PARA ARMAR HM-25 VIGAS

M3 Hormigén para armar HM-25 N/mm?
(H-250 Kg/cm?) Tmax. 20 mm. elaborado
en central, en vigas, incluso vertido con

pluma-gruaa, vibrado y colocado.

25,38

95,52

2.424,30

03.07

M2 FORJA.VIG. AUT. C=22+4, B. 80

M2 Forjado 22+4 cm. formado a base de
viguetas de  hormigén  pretensadas
autoresistentes, separadas 80 cm. entre
ejes, bovedilla de poliestireno expandido

de 80x25x22 cm. y capa de compresion de
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4 cm. de HM-25 N/mm? (H-250 Kg/cm?)

Tmaéax. 20 mm. elaborado en central y con
armadura de

reparto, conectores,

encofrado y desencofrado, totalmente

terminado. (Carga total 760 Kg/m?2).

1.111,08

40,88

45.420,95

03.08

M2 SOLERA HA-25/P/20 ARM. 2,65 kg. e=8cm

M2 Solera de 8 cm. de espesor, realizada

con hormigébn HA-25 N/mm?

Kg/cm?)

(H-250
Tmax. 20 mm. elaborado en
central, vertido, colocacién y armado con
acero corrugado 8-400 S con una cuantia

(2,65 Kg/m?), p.p. de juntas, aserrado de

las mismas y fratasado.

1.111,08

13,01

14.455,15

TOTAL APARTADO 3

37.703,02

cODIGO

DESCRIPCION

CANTIDAD

PRECIO

IMPORTE (€)

APARTADO 4. MAQUINARIA

04.01

UD. FERMENTADOR ACEITUNAS AEREO

Modelo cilindrico de 16.000 litros de

capacidad, con tres patas de apoyo para

instalacion en soétano. Fabricado en
poliéster con resinas isoftalicas especiales
para almacenar productos alimenticios y
reforzado con fibra de vidrio. Provisto de
conjunto de boca-tapadera-rejilla
retenedora de fruto de S00 mm. @ y tubo
de PVC de 110 mm. @, con valvula de 110
mm. Incluye

acoplada. transporte y

montaje.

80,00

1.368

109.440

TOTAL APARTADO 4

109.440

TOTAL

337.418,45
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3.3.1.2

FERMENTADORES ENTERRADOS

En tabla 3.14 se resume el presupuesto para fermentadores enterrados.

Seguidamente, se muestran los presupuestos parciales (Tabla 3.15)

Tabla 3.14. Resumen general del presupuesto para fermentadores enterrados
Apartado | Resumen Importe (€)
OBRA CIVIL
Al MOVIMIENTO DE TIERRAS 22.135,91
A2 ESTRUCTURA Y RELLENO 117.970,04
TOTAL PRESUPUESTO EJECUCION MATERIAL 140.105,95
10 % Gastos Generales 14.010,60
6 % Beneficio Industrial 8.406,36
Suma de G.G. y B.I. 22.416,96
TOTAL PRESUPUESTO EJECUCION
POR CONTRATA 162.522,91
MAQUINARIA
A3 MAQUINARIA 86.400
Total Presupuesto Compra Directa 86.400
RESUMEN GENERAL DEL PRESUPUESTO
PRESUPUESTO EJECUCION POR CONTRATA DE OBRA
CIVIL 162.522,91
PRESUPUESTO POR COMPRA DIRECTA DE 86.400
MAQUINARIA )
248.922,91
18 % I.V.A. 44.806,12
TOTAL PRESUPUESTO GENERAL 293.729,03
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El total del presupuesto general asciende a la expresada cantidad de
DOSCIENTOS NOVENTA Y TRES MIL SETECIENTOS VEINTINUEVE EUROS CON
TRES CENTIMOS.

El indice de inversion por kilogramo de aceituna procesada asciende a:

Inversion 293729,03

= - 0,37 €/Kg.

Kg. Aceituna 800.000

Por consiguiente la construccion de una instalacion para la fermentacion de

la aceituna como bodega visitable es casi un 50 % mas cara que instalar los depositos

directamente enterrados.

Tabla 3.15.

Presupuestos parciales para fermentadores enterrados

cODIGO

DESCRIPCION CANTIDAD

PRECIO

IMPORTE (€)

APARTADO 1. MOVIMIENTO DE TIERRAS

01.01

M2 DESBROCE Y LIMPIEZA DEL TERRENO

M2 Desbroce y limpieza de terreno por

medios  mecanicos, sin carga ni

transporte. 813,56

0,54

439,32

01.02

M3 EXCAVACION MECANICA

M3 Excavacion a cielo abierto en terreno

de consistencia floja, con excavadora de 2
m3 de capacidad de cuchara, con
extraccion de tierra a los bordes, en

vaciado. 3.172,87

2,26

7.170,69

01.03

M3 TRANSPORTE TIERRAS < 10 KM CARGA MECANICA

M3 Transporte de tierras procedentes de

excavacion a vertedero, a una distancia
menor de 10 Km., con camién volquete de

10 Tm. y con carga por medios mecanicos. 3.172,87

4,06

12.881,85

01.04

M2 COMPACTADO DE TIERRAS SIN APORTE

M2 Compactacion de tierras con

apisonadora vibrante de 6 Tm. sin aporte

de tierras, con un espesor de 30 cm. 813,56

2,05

1.667,80

TOTAL APARTADO 1

22.135,91
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cODIGO

DESCRIPCION CANTIDAD

PRECIO

IMPORTE (€)

APARTADO 2. ESTRUCTURA Y RELLENO

02.01

M2 SOLERA HORMIGON HM-25/P/20 C.e=10cm

M2 Solera de 10 cm. de espesor, realizada

con hormigon HM-25 N/mm? (H-250
Kg/cm?) Tmax. 20 mm. elaborado en
central, vertido y colocado y p.p. de
juntas, aserrado de las mismas y

fratasado. 1.627,12

16,36

26.619,68

02.02

M3 HORMIGON HM-25 /P/ 20 MUROS V.G. CIM.

M3 Hormigén en masa para armar HM-25

N/mm? (H-250 Kg/cm?) T max. 20 mm.
elaborado en central, en muros de
cimentacién, incluso vertido con pluma-

grua, vibrado y colocacién. 106,57

109,26

11.643,84

02.03

M2 ENCOFRADO METALICO EN MUROS 1C

M2 Encofrado y desencofrado a una cara

en muros con paneles metalicos de 5 a 10
m? de superficie, considerando 20

posturas, i/ aplicaciéon de desencofrante. 270,00

26,02

7.025,40

02.04

M3 SUB-BASE ZAHORRA NATURAL

M3  Sub-base de zahorra natural con

funcién filtrante, i/ extendido y

compactado con pisén. 235,43

25,10

5.909,29

02.05

M3 HORMIGON CICLOPEO HM-10 CIM.V.M.

M3  Hormigén ciclopeo HM-10 N/mm?2

(H-100) Tmax. 40mm. y morro 80/150
mm., en cimentaciones, i/ vertido por

medios manuales y colocacion. 544,75

76,96

41.923,96

02.06

M3 RELLENO ARENA INERTE MAN.

M3 Relleno y extendido de arena inerte,

por medios manuales. 843,40

29,47

24.854,00

TOTAL APARTADO 2

117.970,04
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CcODIGO

DESCRIPCION

CANTIDAD

PRECIO

IMPORTE (€)

APARTADO 3. MAQUINARIA

04.01

UD. FERMENTADOR ACEITUNAS AEREO

Modelo cilindrico de 16.000 litros de
capacidad, para instalacion enterrada.
Fabricado en poliéster con resinas
isoftalicas especiales para almacenar
productos alimenticios, reforzado con fibra
de vidrio y protegido exteriormente con
resina de poliéster anticorrosiva. Provisto
de conjunto de boca-tapadera-rejilla
retenedora de fruto de 500 mm. Incluye

transporte y colocacién en fosa.

80,00

1.080

86.400

TOTAL APARTADO 3

86.400

TOTAL

226.505,95
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3.3.2 CARACTERISTICAS CONSTRUCTIVAS Y DE DISENO

3.3.2.1 Caracteristicas generales del sotano

Los fermentadores se disponen en un sétano quedando la boca de los mismos
al nivel del patio de la industria, siendo accesibles desde la superficie para las
operaciones de llenado de salmuera y aceitunas, asi como para la descarga, para las
operaciones de mantenimiento de los fermentadores se accede por una escalera al
interior.

El sétano tiene unas dimensiones de 39,40 metros de largo por 28,20 metros
de anchura ocupando una superficie de 1.111 m?2. Tiene una altura libre de 3,40
metros.

La estructura es toda de hormigon, ya que la salmuera de fermentaciéon es muy
corrosiva para el acero, y esta rodeado perimetralmente por un muro para la
contencion de tierras. En la parte superior se dispone de un forjado unidireccional de
hormigén armado apoyado sobre diez porticos del mismo material. La cimentacion

tanto del muro corno de los pilares se realiza mediante una losa de hormigén armado.
3.3.2.2 Materiales de construccion

e Hormigon

El hormigon empleado tanto en la estructura como en el muro y la cimentacion
es del tipo HA-25, como se especifica en la norma EHE-98: “Instrucciéon para el

proyecto y ejecucion de obras de hormigén en masa o armado”. Sus caracteristicas son

las que se indican a continuacion:

Resistencia caracteristica de proyecto fac= 25 N/mm?2

Peso especifico Yhorm = 2.500 kg/m3
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e Acero

Para las armaduras del hormigon armado se utilizaran barras corrugadas de

acero B-400-S, segun la norma EHE-98. Dichas armaduras se caracterizan por:

Valor del limite elastico caracteristico fik =400 N/mm?

- Coeficientes de seguridad

En el calculo se consideraran los coeficientes parciales de seguridad de los

materiales para los Estados Limites Ultimos recogidos en la norma EHE-98:

Coeficiente de minoracion del acero ys =1,15

Coeficiente de minoracion del hormigon ye= 1,50

- Cuantias geométricas minimas

A continuacién se indican los valores de las cuantias geométricas minimas que
segun la norma EHE-98 deben disponerse en los diferentes elementos estructurales

para el acero B-400-S:

TIPO DE ELEMENTO i . .
CUANTIA GEOMETRICA MINIMA (%o)
ESTRUCTURAL

Pilares 4.0

En cada una de las armaduras, longitudinal y
Losas 2,0

transversal repartida en las dos caras
Vigas 3,3 | En la cara de traccion
Muro arm. horizontal 4,0 | Debera repartirse en ambas caras
Muro arm. vertical 1,2 | En la cara de traccion
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3.3.2.3 Estructura del sotano

Se dispone un forjado unidireccional de viguetas de hormigéon y bovedillas de
poliestireno expandido que aligeran la estructura y a la vez sirven de aislamiento
térmico. La distancia entre ejes de viguetas es de 80 cm para permitir el paso de la
boca del deposito fermentador entre dos viguetas consecutivas.

El canto total del forjado es de 26 cm incluyendo una capa de compresion de
4 cm, segun la norma EF-96: “Instruccion para el proyecto y la ejecuciéon de forjados
unidireccionales de hormigén armado o pretensado”.

Sobre el forjado, para el paso de los trabajadores y la maquinaria se dispone
una solera de hormigén HA-25 de 8 cm de espesor con malla de acero que reparte
cargas y evita que se agriete. Tendra una pendiente del 2% para la evacuacion del
agua de lluvia. En la parte inferior lleva una lamina de butilo impermeable que ira
soldada la boca de los fermentadores impidiendo cualquier filtracion de agua al

interior del sé6tano.

- Porticos

Para la sustentacion del forjado se disponen diez poérticos de hormigén armado.
En cada uno de ellos el dintel apoya en sus extremos en el muro perimetral e
interiormente en siete pilares. Estos pilares tienen una altura de 3,40 metros y se
disefian de seccion circular para facilitar el paso de las personas entre ellos y los
fermentadores y estaran forrados de PVC para evitar las agresiones de la salmuera al
hormigoén.

La distancia entre pilares asi como la separacion entre porticos es variable para

dejar una mayor anchura libre en los pasillos.

- Muro de contencion

El s6tano esta rodeado por un muro de contencion de hormigon armado de
4,06 metros de altura impermeabilizado en la cara exterior a base de lamina asfaltica.

En su parte superior apoya el forjado y las vigas maestras de los porticos.

Inferiormente, queda arriostrado mediante la losa de cimentacion.
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- Cimentaciones

La cimentacion del muro de contencion y de los pilares se realiza mediante una
losa de hormigéon armado HA-25. Se adopta esta solucion porque ademas de
transmitir adecuadamente al terreno los esfuerzos provenientes del muro y los
pilares, hace la funcion de solera del sétano y debe resistir el peso de los
fermentadores que cuando estan llenos de aceituna suponen 10 toneladas cada uno.

Dispone de desaglies para la evacuacion de liquidos provenientes de pérdidas
de salmuera de los fermentadores y para las aguas de limpieza de ellos mismos y del

sotano en general.
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En la Introduccién (1.1) se esbozdé el planteamiento general del trabajo
sefialando el caracter innovador del mismo, puesto que se trata de un estudio del
proceso de aderezo de aceitunas verdes en salmuera, que aborda tanto el analisis
microbiologico de los principales microorganismos implicados en €l, las Bacterias del
Acido Lactico (BAL), asi como las principales diferencias entre los sistemas de
elaboracion tradicional, los fermentadores enterrados, y una alternativa al mismo,

como son las bodegas de fermentacion.

Cabe destacar que en ambos tipos de fermentadores las bacterias lacticas que
fueron aisladas pertenecian a las mismas especies, por lo que el desarrollo de ambos
tipo de fermentadores se rige por el mismo tipo de bacterias. Destaca el género
Lactobacillus y de €él, la especie plantarum, que domina de principio a fin del proceso,
quedando en el caso de fermentadores enterrados acompanada al final de campana
por Lactobacillus brevis y otras especies de Lactobacilos pero en unas proporciones

muy bajas.

En el caso de los fermentadores enterrados, practicamente a partir de los tres
meses de campana, L. plantarum prevalece como especie Unica en los fermentadores
(Figuras 3.7 a 3.11). Las especies de Leuconostoc y Pediococcus se encuentran en
grandes porcentajes, principalmente la segunda, y dominando las especies lacticas en
la primera fase de la fermentacion, llegando a permanecer en los fermentadores en
bodega Leuconostoc unas tres semanas y desapareciendo ambas seguidamente,
quedando el género Lactobacillus en solitario. Sin embargo, ambas especies se
encuentran en los fermentadores enterrados durante practicamente los dos primeros

meses.

El ntimero de viables (u.f.c./ml) en ambos tipos de fermentadores, muestra
una de las mas claras diferencias entre ambos tipos de fermentadores, donde para
todos los casos y cuantitativamente, las poblaciones son superiores, a veces hasta en
mas de dos unidades logaritmicas en los fermentadores en bodega (Figuras 3.12,
3.13 y 3.14), siendo para las distintas campanas los valores similares y mas
homogéneos que en los fermentadores enterrados. Este dato es de especial relevancia
pues son el namero de viables, en Ultima instancia, los responsables de dirigir una
fermentacion hacia los valores idoneos en cuanto a los parametros bioquimicos, ya

que ellos son los encargados de metabolizar los sustratos, aztcares reductores en
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nuestro caso, para producir los acidos necesarios, lactico principalmente, que

favorecen el entorno de acidez y pH que la fermentacion requiere.

La produccién de acido lactico, como ya se ha mencionado, es un factor
esencial y deseable por parte de las BAL. Por ello, tras la seleccion que se llevo a cabo
en las mejores cepas modificadoras del pH (Figuras 3.15 y 3.16) se aislo una de
ellas, la cepa BAL-19 , que ofrecio un tiempo de generacion (G) corto y una notable

capacidad para modificar el pH en un medio tamponado (Tabla 3.5).

Respecto a los parametros fisico-quimicos, es el pH uno de los mas
importantes a controlar en toda fermentacion microbiana. Hasta alcanzar el umbral
de un pH inferior a 4,5 transcurren unos 50 dias de media, mientras que en los
fermentadores en bodega se alcanzaba en torno a las tres semanas. Siendo critico un
valor de pH inferior a 5 - 4,5 para evitar el crecimiento de bacilos Gram-negativos tipo
coliformes (Enterobacter sp., Citrobacter sp., Klebsiella aerogenes y Escherichia coli) y
otras especies, potencialmente indeseables (Aeromonas sp., Pseudomonas sp.,
Achromobacter sp., y Flavobacterium sp.).

En los fermentadores enterrados se aprecia una reduccion de la acidez
combinada gradualmente mas espaciada en el tiempo y unos valores de acidez libre
similares aunque algo inferiores al final de campana respecto a los fermentadores en

bodega, del orden de unas 0,2 unidades (Figuras 3.23 y 3.24).

Otro de los factores diferenciadores entre ambos tipos de fermentadores es la
temperatura de la salmuera de fermentacion, critico para la velocidad en la que se
desarrolla la fermentacion. La temperatura idonea es de unos 22 °C, siendo el tope de
unos 24 °C que conllevaria unas fermentaciones muy rapidas pudiendo provocar el

alambrado o separacion de la pulpa del hueso de la aceituna.

En los fermentadores enterrados la temperatura de la salmuera se encuentra
entre los 17-18 °C, con pocas alteraciones estacionales, salvo bajadas bruscas de
temperatura. Se aprecia que estas son fermentaciones mas lentas (Figura 3.25) que
obligan a actuar al operario en caso de heladas con intercambiadores de calor, donde
entra agua a unos 28 °C y sale en circuito cerrado hasta alcanzar la salmuera una
temperatura de unos 21-22 °C. Este tipo de operaciones debe hacerse cuando la
temperatura de la salmuera baja de 15 °C, que es cuando se aprecia una parada

técnica de la fermentaciéon microbiana.
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En la bodega de fermentacion si se mantienen correctamente las condiciones
de aislamiento térmico tiende a haber una temperatura de 20-21 °C y, en caso de ser
necesario, se activan los calefactores por lo que no debe de haber ningan tipo de

incidencia.

En vista de los datos indicados, se puede apreciar unas diferencias notables
en la temperatura de la salmuera de fermentacion (Figura 3.25, 3.26 y 3.27).
Mientras en los fermentadores en bodega se mantenia alrededor de los 21 °C, en el
caso de los fermentadores enterrados la temperatura fluctiia entre los 20 y 16 °C, en
funciéon de la temperatura ambiental. Lo que incide principalmente en el nimero de

UFC/ml de cada tipo de fermentador (epigrafe 3.1.3).

Con el disefio experimental se pretendi6 ver si existia una relacion
estadisticamente significativa entre la variable de respuesta pH y el cociente de
relacion acidez combinada / acidez libre como factor explicativo cuantitativo. Se

ajusto con un nivel de confianza del 95 %.

El ajuste de curva de pH con la acidez muestra la ecuacion del modelo

ajustado para fermentadores en bodega siguiente:

pH = 3,96573 + 1,45072 X (Ac/Al)

La salida informatica (Figura 3.31) muestra que existe una relacion
estadisticamente significativa y una relacion relativamente fuerte entre las variables,
con un 95,0 de nivel de confianza. De igual forma se construyeron los limites de

prediccion para las nuevas observaciones.

El analisis multivariado (Tabla 3.7) mostré que ninguna de las variables
presentan valores de sesgo estandarizado y de curtosis estandarizada fuera del rango

esperado, determinando que la muestra proviene de una distribucién normal.

Las correlaciones entre variables demostraron que es el cociente acidez
combinada /acidez libre, con un valor-P = 0,000 las que mostraron una mayor
correlaciéon, del orden del 99,05 % (Tabla 3.8), por lo que consideramos este cociente
como altamente significativo en la descripcion de una fermentacion en bodega

modelo.
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Practicamente en todos los fermentadores y para todos los casos cuando este
cociente alcanza valores en torno a 1/10 la fermentacion se encuentra en su ultima
fase o estadio para completar el proceso, y los valores tanto de acidez libre, como

combinada y pH estan totalmente estabilizados (Figura 3.28 y 3.29).

En los fermentadores enterrados el ajuste de curva de pH con la acidez es el
siguiente:

pH = 4,56181 + 0,544805 x (Ac/Al)

El modelo ajustado (Figura 3.34) explica en un 84,93 % la variabilidad del pH
con un coeficiente de correlacion igual a 0,9216. Se aprecia una relacion
relativamente fuerte aunque considerablemente inferior a la mostrada en bodega de

fermentacion.

La Unica variable en los fermentadores enterrados que muestra un sesgo
estandarizado es el cociente Ac/Al.

Como demuestran los datos estadisticos, en consonancia con los empiricos, en
un fermentador enterrado los valores bioquimicos predecibles durante el proceso son
de un orden menor a los fermentadores en bodega, donde el desarrollo del proceso se

mantiene en un rango donde lo observado y lo predicho difieren en menor medida.

Uno de los factores claves es el control y la pequena variabilidad en las
temperaturas de salmuera, lo que permite el mejor desarrollo de la poblacion
microbiana con los beneficios que conlleva en el desarrollo de la fermentacion. A
pesar que en un fermentador enterrado la fermentacion transcurra con normalidad y
se obtenga un fruto final de similares caracteristicas a otro en un fermentador en

bodega, el tiempo hasta completar la campana es siempre mayor.

Si tenemos en cuenta lo expuesto vemos que la principal ventaja de una
instalacion de fermentadores enterrados es el menor coste de la misma (Tabla 3.14).
La eleccion de una instalacion de fermentadores enterrados o de una bodega de
fermentacion dependera en gran medida de las caracteristicas climaticas de la zona y

de la inversion que el promotor esté dispuesto a realizar.
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En zonas templadas, como la zona sur de Espana, los fermentadores
enterrados se han venido utilizando con muy buenos resultados la mayoria de los
anos, cuando los veranos son calidos y los inviernos no son muy frios, completandose

la fermentacion en cuatro o cinco meses.

Su principal ventaja, como se ha dicho, es el menor coste de la instalacion,
0,37 €/kg de aceituna, y que se precisa menor superficie para el mismo numero de

fermentadores, ya que éstos se colocan a tresbolillo y con una pequena separacion.

Por el contrario, la rusticidad de la construccion que hace posible su bajo coste
lleva consigo que, cuando el clima no es favorable, se presenten diversos

inconvenientes que pueden limitar la rentabilidad.

En primer lugar, todos los anos al final de la campana la temperatura
ambiente disminuye, lo que hace que las ultimas fermentaciones se alarguen y
puedan quedar incompletas, no alcanzando los valores necesarios de pH y acidez
necesarios para una correcta conservacion, y dejando azuicares residuales que pueden

ser causa de desarrollos microbianos indeseables.

Ademas, en inviernos frios el aislamiento de arena no impide que la
temperatura de la salmuera descienda en exceso, siendo necesarias periodicas
recirculaciones por un intercambiador de calor y la inoculacion con salmuera en

fermentacion activa procedente de otros depositos.

Por otra parte, al estar los fermentadores rodeados de tierra, tienen un mayor
riesgo de deformaciones y corrosiones por el agua infiltrada. Una buena instalaciéon
aumenta la vida de los depositos, pero no impide completamente su deterioro, lo que
obliga a ir renovandolos periodicamente. Ademas, los fermentadores pasan largas
temporadas llenos de aceitunas y salmuera, y otras largas temporadas vacios a la
espera de la campana siguiente. Estas variaciones prolongadas en la presion interna
de los depédsitos, y estando sometidos continuamente al empuje exterior de la arena

de relleno, provocan que se vayan abollando en los meses en que permanecen vacios.
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Todos estos factores van originando la formacién de poros y fisuras que
conllevan una pérdida de salmuera y la contaminaciéon del contenido del fermentador.
Estas contaminaciones se detectan porque se desprende un olor muy desagradable,
como de materia organica en descomposiciéon, y, cuando se llega a este punto ha
pasado un tiempo desde la formacion del poro y practicamente la totalidad de las

aceitunas contenidas se habran estropeado.

Finalmente, la reparacion de cualquier problema en los fermentadores
enterrados es dificil y costosa. Supone el levantamiento de la solera de hormigon y

extraccion de toda la tierra que recubre el depoésito.

Por otro lado, el sistema de bodega de fermentacién precisa una inversion
superior en cercana al 50 %, estando su coste en 0'5S5 euros por kg de aceituna para
la instalacion disefiada en este estudio. Ademas, la superficie ocupada es también
mayor. Por el contrario, permite mejorar las condiciones higiénicas y de manejo, asi

como eliminar los problemas ocasionados por las bajas temperaturas ambientales.

Una ventaja importante es la mayor asepsia, asi como un mejor control de las
posibles contaminaciones. Los fermentadores estan al aire y se conservan mucho
mejor que enterrados. No tienen problemas de corrosion ni abollado. Mediante la
inspeccion visual se revisan regularmente, y en caso de existir algin poro o fisura se
puede solucionar rapida y facilmente, sin peligro de que se contamine el contenido.
En el fermentador solamente entra aquello que le es introducido por la boca, no

habiendo posibilidad de contaminacion por las paredes.

Se mejoran las condiciones higiénicas externas y se facilita la limpieza interior
de los depodsitos una vez que se han vaciado al finalizar la campana. La limpieza
manual tradicional con cepillo, que emplea a dos personas durante veinte minutos
por cada fermentador, es sustituida por un sistema automatico de boquillas que
expulsan la solucion detergente a alta presion. Se indican los programas de lavado y
enjuague en el robot y en 10 minutos se completa el ciclo para un fermentador. La

salida del agua se produce por la valvula inferior del depésito.
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La presencia de esta valvula permite también que durante la fermentacion se
pueda obtener salmuera del fondo del fermentador sin remover los sedimentos, lo que

es muy interesante para el control y la deteccion de fermentaciones anormales.

Otra de las ventajas del sistema de fermentacion en bodega es poder controlar
la temperatura. Con un sistema de calefaccion se evitan las fermentaciones
incompletas y, al mantener en todo momento la temperatura 6ptima, se logra un
importante adelanto en la terminacion de las aceitunas. De este modo la fermentacion

se completa en algo menos de dos meses.

Este adelanto en la obtencion del producto terminado es importante, ya que
permite conseguir un precio de venta mayor. Como ejemplo, en la campana
2005/2006, las aceitunas verdes aderezadas en salmuera elaboradas en bodega con
calefaccion que salieron en el mes de noviembre se vendieron a 0,68 €/kg. En el mes
de marzo, cuando sale al mercado el grueso de la produccion, el precio de venta

estuvo en 0,58 €/kg, diez céntimos de euro menos.

Ademas, en la actualidad la produccién de aceituna de mesa es excedentaria.

El problema no es tanto encontrar un buen precio, sino lograr vender la produccion.

Finalmente, se pueden aprovechar las caracteristicas de la bodega para el
desarrollo de nuevos productos como son las aceitunas negras aderezadas en

salmuera aplicando, en este caso, refrigeracion.

En resumen, la bodega de fermentacion proporciona a los fermentadores una
mayor vida y unas mejores condiciones higiénicas y de manejo, siempre que se realice
un mantenimiento adecuado. Ademas, se tiene un mayor control del proceso

fermentativo.
El mayor coste sera rentable si se obtiene un producto adelantado y se sabe

sacar partido a sus ventajas para la elaboracion de productos de calidad con un valor

anadido.
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Por su parte, la instalacion de fermentadores enterrados dara un buen
funcionamiento en zonas donde la incidencia de los inconvenientes comentados sea
pequena, consiguiéndose un ahorro en la inversion que, si la obra esta bien ejecutada

y el manejo es adecuado, permite obtener un buen producto.

En lo que respecta a la calidad final de la aceituna, el sistema en bodega
permite una mayor fiabilidad en cuanto a la calidad comercial y mejores posibilidades
para la estandarizacion del producto, al tener mas control sobre las condiciones en

que se desarrolla la fermentacion.
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Las bacterias del acido lactico predominantes durante la fermentacion en
salmuera de aceitunas en la zona campina-sur de Aguilar de la Frontera,
pertenecen principalmente a varias especies de Lactobacillus; predominando L.
plantarum y L. brevis.

Se han seleccionado cepas de bacterias autoctonas que pueden ser utilizadas
como inoculos debido a su elevada eficiencia en la realizacion de la
fermentacion acido-lactica y disminucion de pH, especialmente la cepa BAL-19.
Se ha disenado un modelo lineal ajustado para describir la relacion de pH con
la acidez tanto en fermentadores en bodega como para fermentadores
enterrados, explicando la correlacion existente entre las principales variables
fisico-quimicas.

Se propone un ratio acidez combinada / acidez libre, que podria ser usado
como un indice que muestra el grado de desarrollo en la salmuera de
fermentacion, indicando la entrada del fruto en el cuarto estadio de
fermentacion o final del proceso de aderezo.

La principal diferencia entre ambos tipos de instalaciones para la fermentacion
de aceituna de mesa es la duracion de la campana. Estando relacionado
principalmente con el numero de viables en fermentadores, temperatura de

salmuera de fermentacion y unas mejores condiciones higiénicas y de manejo.
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