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RESUMEN

Las aceitunas de mesa son uno de los alimentos fermentados mas antiguos y
actualmente se consideran un componente esencial en la Dieta Mediterranea,
ya que presentan importantes grasas monoinsaturadas (especialmente acido
oleico) y compuestos fendlicos que actian como antioxidantes en el cuerpo
humano. Las aceitunas de mesa, ademas, son importantes desde el punto de
vista econémico, siendo Espafia el principal pais productor y dentro de este
Andalucia es una importantisima region olivarera. Las bacterias del acido
lactico (BAL) y especialmente Lactobacillus spp. desempefian un papel
fundamental en la elaboracion de aceitunas de mesa y en su conservacion. El
desarrollo de las BAL en el proceso fermentativo est4d condicionado por
diversos factores como: pH, temperatura, concentracion de sal, etc. Entre las
principales elaboraciones de aceitunas de mesa es pertinente mencionar las
aceitunas verdes estilo sevillano o espafiol, de gran prestigio internacional. El
desarrollo de cultivos iniciadores en los que estan presentes los lactobacilos
constituye una significativa herramienta tecnoldgica para la fermentacion de las
aceitunas de mesa.

Palabras clave: aceitunas de mesa, proceso de fermentacion, bacterias acido

lacticas, Lactobacillus sp., cultivos iniciadores.

ABSTRACT

Table olives are one of the oldest fermented foods and currently considered an
essential component in the Mediterranean Diet, since they have important
monounsaturated fats (especially oleic acid) and phenolic compounds that act
as antioxidants in the human body. Table olives, in addition, are important from
the economic point of view, being Spain the main producing country and within
this Andalucia is an important olive-growing region. Lactic acid bacteria (LAB)
and specially Lactobacillus spp. play a fundamental role in the production of
table olives and their conservation. The development of LAB in the fermentation
process is conditioned by various factors such as: pH, temperature, salt
concentration, etc. Among the main elaborations of table olives it is pertinent to

mention the green olives of Sevillian or Spanish style, of great international



prestige. The development of starter cultures in which lactobacilli are present
constitutes a significant technological tool for the fermentation of table olives.
Key words: table olives, fermentation process, lactic acid bacteria, Lactobacillus

Sp., starter cultures.

1. INTRODUCCION

Las aceitunas de mesa constituyen el producto vegetal fermentado mas
significativo del mundo occidental, alcanzando, en el afio 2015/16
aproximadamente més de dos millones de toneladas (Consejo Oleicola
Internacional “COI”, 2017). La prevision del COI indica una tendencia de
alrededor de un 2% anual de crecimiento para un futuro cercano, tanto en la
elaboracion como en el consumo.

El consumo mundial de aceitunas de mesa en los Ultimos afios se multiplica por
2,7 aumentando un 182,0% durante el periodo 1990/91 — 2016/17. El grafico 1
presenta esta evolucion, el mayor consumo se comprueba en los principales
productores miembros del COIl, en algunos de estos paises aumentan
considerablemente sus producciones y como resultado, también el consumo,
entre ellos, se halla Egipto que pasa de consumir 11.000t en 1990/91 a
400.000 en 2016/17. Argelia pasa en este periodo de 14.000t a 244.000t. y
Turquia de 110.000 a 350.000t. Los demas paises, aunque aumentan lo hacen
en proporciones menores. El grafico 2 ensefia el consumo anual de aceitunas
de mesa por habitante en los paises miembros del COI durante el afio 2015,
Albania, es la que presenta un mayor consumo con un 10.7 kg/habitante/afio,
cabe destacar que Albania muestra un consumo total de 31.000t., y una
poblacién aproximada de 2.889.000 habitantes, le sigue Argelia con 6.1 kg,
Turquia y Libano consumen entre 4,2 y 4,0 kg; Egipto y Jordania 3,7 kgy 3,3
kg respectivamente; Israel y Libia 2,6 kg y 2,3 kg y Tunez 1,8 kg. Los demas
paises consumen entre 0,9 kg y 0,6 kg de aceitunas de mesa por afio

(ordenados decrecientemente: Uruguay, Marruecos, Argentina, Iran e Iraq).
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Gréfico 1: Evolucion del consumo mundial de aceitunas de mesa por grupos de paises (toneladas) (COl,
2017).
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Grafico 2: Consumo en Kg de aceitunas de mesa por habitante/afio en los paises miembros del COIl en
2015 (COl, 2017).

El grafico 3 muestra el consumo de aceitunas de mesa por habitante y por afo
en la Union Europea, como podemos observar el productor principal, Espafia,
es el primer consumidor con 4,1 kg a continuacién Chipre con 3,1 kg, Malta 1,9
kg seguido de Grecia y Luxemburgo con 1,8 kg, respectivamente, Bulgaria e
Italia 1.7 Kg y Rumania 1,1 kg. Entre 0,9 kg y 0,5 kg se encuentran ordenados
decrecientemente Francia, Suecia, Bélgica, Eslovaquia, Austria, Reino Unido y
Dinamarca. El resto de los paises de la Unién Europea que su consumo esta
comprendido entre 0,4 kg y 0,2 kg son: Eslovenia, Lituania, Finlandia,
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Republica Checa, Irlanda, Paises Bajos, Polonia, Estonia, Hungria, Croacia y
Letonia.
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Gréfico 3: Consumo en Kg de aceitunas de mesa por habitante/afio en los paises de la Unién Europea en
2015 (COl, 2017).

La Union Europea, segun el Consejo Oleicola Internacional, es la principal
productora de aceituna de mesa del mundo con unas cifras que representan
entre el 40 y 50% del total (826 miles de Toneladas); y adentrandonos en la
UE, Espafa es el principal productor con 600 miles de Toneladas, lo que
supone que como pais también sea el primer productor mundial y esta seguida
por Turquia (397 miles de Toneladas), Grecia (194 miles de Toneladas) y por
Italia (42 miles de Toneladas). A nivel mundial Espafia esta también seguida de
Turquia (397 miles de Toneladas), y a continuacion de Egipto (335 miles de
Toneladas), Argelia (221 miles de Toneladas), Siria (150 miles de Toneladas) y
Marruecos (120 miles de Toneladas). En el continente sudamericano
predomina Argentina (120 miles de Toneladas), Pera (56 miles de Toneladas) y
Chile (13 miles de Toneladas) y el norte, EEUU. (70 miles de Toneladas) y
México (22 miles de Toneladas). Los datos anteriormente descritos se pueden
observar en la tabla 1 y tabla 2, obtenidos de los datos estadisticos del COl,

actualizados en 2017.
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Tabla 1: Produccion del Mercado Mundial de aceitunas de mesa (COl, 2017).

i 201014 2014115 201516 201617 201718
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(24} 125) 26) 27) 28)
Chypre Cyprus 28 28 28 238 28
Croatie Croatia 10 02 os 0.7 0s
Espagne Span s722 S556 601.0 596.1 sS215
France France (R 11 1.1 07 1
Gréce Greece 1300 2450 1540 180.0 2250
Hake naky 69.3 420 €6.0 369 480
Malte Malta 00 00 00 0.0 o0
Portugal Portugal 175 174 208 173 173
Siovénie Slovenia a0 oo oo 00 oo
TOTAL _A) 793.9 868.1 886.5 837.5 826.5
Allemagne 1) Gemany 1)
Autriche Austria
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Bulgane Bulgana
Danemark Denmark
Estonle Estonia
Finlande Finland
Hongne Hungary
Ifance reland
Letionie Latva
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Pologne Poland
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Royaume-Uni United King
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TOTAL B) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
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Tabla 2: Produccién en la UE de aceitunas de mesa (COI, 2017).

Cabe sefalar que Andalucia ha sido durante siglos, y continda siendo, una de
las regiones olivareras mas significativas del mundo y, por tanto, de aceite de
oliva y aceitunas de mesa. La preparacion a nivel industrial de las primeras



aceitunas de mesa en Espanfa, “verdes al estilo espanol o sevillano” se inici6 a
finales del siglo XIX en la provincia de Sevilla. Las preparaciones de mayor
aceptacion son las provenientes de las aceitunas verdes estilo sevillano o
espafol, que han mostrado una evoluciéon creciente durante los ultimos afios.
La preparacion de las aceitunas verdes naturales, que fueron las mas
significativas hasta los afios setenta, ha ido descendiendo lentamente, incluso
en los paises en los que habia wuna tradicibn muy arraigada.
En la actualidad, el sector, a pesar de disfrutar supuestamente de una solida
situacion dentro del conjunto de la industria agro-alimentaria mundial, atraviesa
una etapa de cierta crisis. Esta se puede observar de manera clara en el
equilibrio, o incluso en una disminucibn de las producciones.
A nivel de la UE, los contratiempos mas apremiantes parecen estar derivados
de fendbmenos coyunturales y de la politica agraria de ésta; pero, no hay que
omitir que los aspectos tecnoldgicos y cientificos pueden jugar también un
papel importante para mejorar esta coyuntura. Por ejemplo, una campafa
basada en destacar el valor nutricional de la aceituna de mesa, y en su
evolucién y progreso desde la antigiiedad a la saludable dieta mediterranea, es
probable que provocara una repercusion muy beneficiosa en el aumento de su
consumo, tanto en aquellos paises que sélo son importadores como en los
paises productores.

De igual manera, conviene mencionar que la fermentacion de practicamente la
totalidad de las aceitunas de mesa sucede en la actualidad aun de forma
espontanea y que el seguimiento del proceso se hace fundamentalmente
basandose en analisis fisicoquimicos.

En general, la evolucién de los procedimientos de elaboracion de aceitunas de
mesa desde los tiempos griegos y romanos hasta la actualidad ha sido muy
lenta, especificamente, la del método tradicional de preparacion de aceitunas
verdes estilo espafiol. Los cambios tecnolégicos se vieron favorecidos gracias
a las investigaciones que demostraron el papel fundamental que
desempeiiaban las bacterias lacticas en la fermentacién, cuyo adecuado
desarrollo en las salmueras de fermentacion era imprescindible para lograr un
producto final con las propiedades organolépticas idéneas, evitando a la vez el
deterioro de las aceitunas. Se basa, fundamentalmente, en procesar las

aceitunas de tal forma que la microbiota epifitica ocasional (constituida por
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levaduras y bacterias lacticas) empiece a desarrollarse en las salmueras de
fermentacién, consuma los azucares que contienen las aceitunas produciendo
acido lactico y, como resultado se produzca una significante bajada de pH. Este
descenso de pH, junto con el acido lactico y otros metabolitos secundarios
producidos por las bacterias lacticas (pertenecientes principalmente a las
especies Lactobacillus plantarum y L. pentosus) posibilita una conservacion
adecuada del producto final, preservando las aceitunas de posibles deterioros
producidos por el desarrollo de microorganismos que causan alteraciones (Ruiz
Barba, et al., 2004). El proceso de fermentacion mejora considerablemente las

caracteristicas organolépticas y de conservacion (Campus et al., 2015).

Las bacterias acido lacticas muestran en la actualidad un gran potencial
biotecnolégico, dada su presencia en numerosos procesos fermentativos de
alimentos destinados al consumo humano (productos lacteos, vegetales,
carnicos y de panaderia, asi como bebidas alcohdlicas) y animal (ensilados).
Estas bacterias no sélo cooperan en el desarrollo de las propiedades
organolépticas y reoldgicas de los alimentos, sino que se instauran en los
mismos ambientes poco favorables para el desarrollo de microorganismos
patdgenos debido a su destacada capacidad antagonista, la cual beneficia la
multiplicacion en el alimento, en detrimento de cualquier otro grupo microbiano
presente en la materia prima (alimento crudo) o que contamine el producto
después. Ademas de este papel importante en procesos de bioconservacion,
se ha podido constatar que algunas cepas de bacterias lacticas, entre ellas las
del género Lactobacillus, son beneficiosas para la salud, tanto humana como
animal (probio6ticos).

Los ultimos datos proporcionados por investigadores del Proyecto Probiolives
informan que algunas de las bacterias lacticas protagonistas de la fermentacién
de la aceituna de mesa muestran resultados mejores que otras ya
consideradas como microorganismos probioticos y que se emplean

actualmente en diferentes productos lacteos.

Ambos efectos beneficiosos, originados por su capacidad antagoénica, se basan
en la produccion de acidos organicos y otros metabolitos inhibidores, entre los
que cabe nombrar el peréxido de hidrégeno (H.O») y otros procedentes del

metabolismo del oxigeno, asi como compuestos aromaticos (diacetilo,
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acetaldehido), derivados deshidratados del glicerol (reuterina), enzimas
bacterioliticas, bacteriocinas y otros.

Las bacterias lacticas pueden ser empleadas en la prevenciéon y el control de
ciertas enfermedades, asi como en la mejora de la calidad de conservacion de
determinados alimentos, por lo que su interés radica en tener a disposicion
sustancias procedentes de microorganismos que se usen como punto de
partida para la obtencidon de productos biotecnolégicos que sean aplicables
para solucionar problemas de salud tanto humana como animal.
En la presente resefia se describen las caracteristicas fundamentales de estas
bacterias, asi como su efecto probiotico, sus propiedades inmunoldgicas, su

clasificacion y su accién antimicrobiana y bioconservadora.

1.1. Las bacterias acido-lacticas
1.1.1 Orden Lactobacillales

Las bacterias lacticas (BAL) son aquellos microorganismos que cuando
fermentan hidratos de carbono pueden hacerlo mediante una fermentacion
homoléactica, produciendo como unico producto final acido lactico, o mediante
una fermentacion heterolactica, produciendo una mezcla de acido lactico y
otros acidos, etanol y CO,. Este grupo de bacterias seguramente sea el mas
abundante, ya que estan muy distribuidas, pudiendo encontrarlas en la
naturaleza, en el tracto digestivo y urinario de humanos y animales formando
parte de su microbiota. Ademas, este grupo ejerce un papel fundamental en la
industria alimentaria participando en la produccién de alimentos fermentados
como leche, productos lacteos, carnicos, vegetales, vinos y cervezas. Las BAL,
aportan propiedades organolépticas nuevas a los alimentos mejorando su olor,
sabor, textura y valor nutricional. También, gracias a la acidificacién del medio
(tras la produccion de acido lactico) ayudan a incrementar la vida util del
alimento y gracias a su capacidad de crecer y desarrollarse en ambientes con
un pH acido y concentracién salina relativamente elevada, lo que hace que se
impida el crecimiento y desarrollo de microorganismos patdégenos y por tanto

de sus sustancias toxicas.
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La extensa distribucion de BAL es debida a su capacidad de crecer y
desarrollarse en ambientes de temperaturas elevadas, de concentraciones
altas de cloruro sodico, en sustratos de origen animal con un pH neutro, asi
como en sustratos de origen vegetal con acidez elevada (Carr, 1973). Esta
amplia heterogeneidad de ambientes se debe a su rica diversidad morfolégica y
fisiolégica. En general, las BAL son cocos o bacilos de bajo contenido en G+C,
Gram positivos, no esporulados, anaerobicos aerotolerantes, inmoviles,
microaerofilicos o aerotolerantes; oxidasa, catalasa y bencidina negativas,
carecen de citocromos (por lo que solamente pueden obtener energia mediante
fosforilacion a nivel de sustrato), no reductores de los nitratos y producen acido
lactico como el unico o principal producto de la fermentacion de carbohidratos
(Carr et al., 2002; Vazquez et al., 2009). Son bacterias que necesitan para
crecer el aporte de vitaminas, aminoacidos, purinas y pirimidinas, ya que

carecen de varias rutas biosintéticas.
1.1.2. Clasificacién de bacterias lacticas

Las bacterias &cido lacticas forman parte del filo Firmicutes, se clasifican en
géneros en funcion de las diferentes caracteristicas que presentan, como
morfologia, crecimiento, modo de fermentacion, etc. Son los siguientes

géneros:

Principalmente los géneros mas representativos son Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus, ademas
encontraremos los géneros Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Oenococcus, Sporolactobacillus, Tetragenococcus, Vagococcus, y Weissella
(Galvez et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1: Lactobacillus. Micrografia (microscopio éptico) (Prescott y col., 2000).

Las bacterias homofermentadoras como Lactococcus, Streptococcus,
Pedicococcus, Vagococcus y algunos Lactobacillus tienen la enzima aldolasa y
producen acido lactico como unico producto final de la fermentacion de la
glucosa usando la via de glucdlisis. Por otro lado, las del género Leuconostoc,
Oenococcus, Weisella, Carnobacterium y algunos Lactobacillus son
heterofermentadoras y transforman hexosas a pentosas utilizando la via de 6-
fosfogluconatofosfocetolasa, originando en el proceso, ademas de acido
lactico, cantidades significativas de otros productos como acetato, etanol y CO,
(Axelsson, 1998; Carr et al., 2002). Las BAL son capaces de inhibir la accién de
microorganismos patdgenos y alterantes en los alimentos, por lo que son utiles
a la hora de alargar y aumentar la vida atil y la calidad higiénica de los
alimentos. Los acidos que producen dichas bacterias (lactico, acético y
propiénico) desempefian su accién antimicrobiana interfiriendo con el potencial
de membrana, inhiben su transporte activo, disminuyen el pH intracelular,
causando la liberacion de iones hidrégeno y del anién correspondiente,
haciendo que ambos iones inhiban una gran variedad de funciones metabdlicas
y el crecimiento celular (Doores, 1993; Vazquez et al., 2009). Estas bacterias
actlan tanto contra bacterias Gram positivas como las bacterias Gram
negativas, levaduras o mohos. Las bacterias lacticas consiguen sobrevivir y
desarrollarse en presencia de pH relativamente bajo. Esto se debe a que las
bacterias lacticas tienen un sistema de transporte simultdneo de acido lactico y
de protones al exterior celular, que ademas de contribuir a la homeostasis del

pH interno, produce energia (Vazquez et al., 2009).
1.1.3. Sustancias producidas por bacterias lacticas

Acido lactico: Es el acido que producen en mayor cantidad las bacterias

lacticas. Este &cido genera un ambiente desfavorable para agentes patdégenos
o alterantes y para la putrefaccion del alimento ya que el pH del medio influye
en gran medida en el crecimiento y desarrollo de los microorganismos
causantes del deterioro del alimento. El efecto que produce el acido en el
alimento depende de: la especie de microorganismo, tipo de acido,
concentracion y tiempo. Asi, por ejemplo, las bacterias lacticas son éacido-

tolerantes, esto quiere decir, que algunas crecen a valores de pH tan bajos
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como 3.2 y otras pueden crecer a valores de pH tan altos como 9.6 (la mayor
parte crecen a pH entre 4 y 4.5) (Carr et al., 2002).

Acido propidnico: Este acido al igual que otros, también genera un ambiente

desfavorable para bacterias Gram positivas, Gram negativas, mohos vy

levaduras, esto permite conservar el alimento en el que esté por mas tiempo.

Acido citrico y algunos &cidos volétiles: También son producidos por las BAL y

de la misma manera que el resto de los acidos, son antagonistas del desarrollo

y crecimiento de distintos microorganismos.

Los &cidos producidos por las BAL (lactico, acético y propionico) ejercen su
accion antimicrobiana interfiriendo con el potencial de membrana, inhiben su
transporte activo, reducen el pH intracelular, dando lugar a la liberacion de
iones hidrégeno y del anion correspondiente, esto hace que ambos iones
inhiban una gran diversidad de funciones metabdlicas y el crecimiento celular
(Doores, 1993; Vazquez et al., 2009).

Diacetilo: Otro de los productos finales del metabolismo de las BAL es el
diacetilo (2,3 - butanodiona) que procede del piruvato (Kandler, 1983). Este
compuesto organico aporta aroma a determinados productos como la
mantequilla o la cerveza. También inhibe el crecimiento y desarrollo de algunos
microorganismos, aungque su uso en la industria alimentaria es algo complicado

ya que las BAL no producen una cantidad significativa de dicho compuesto.

Per6xido de hidrogeno: Este se acumula en cultivos con bacterias acido-

lacticas catalasa negativo, esto significa que, carecen de ese enzima. Dicho
compuesto, puede reaccionar con otros compuestos dando lugar a sustancias

inhibidoras.

Bacteriocinas: son las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias

lacticas mas interesantes desde el punto de vista tecnologico, ya que por su
naturaleza proteica (Tagg et al., 1976), las inactivan los enzimas proteoliticos
del tracto gastrointestinal y no son toxicas ni inmundégenas en animales de
experimentacion (Bhunia et al., 1990), por lo que las bacteriocinas son un

perfecto candidato para la conservacion de los alimentos.

13



1.2. El género Lactobacillus
1.2.1. Aspectos morfoldgicos

La morfologia del género Lactobacillus es variable, presenta desde células en
forma de bacilos largos, hasta bacilos cortos o coco-bacilos corineformes.
Estos bacilos se encuentran con frecuencia constituyendo cadenas vy
normalmente son inmoviles, pero algunas especies son moviles por la
existencia de flagelacion peritrica. Son Gram positivos y solo las células
muertas pueden dar resultados diferentes a la tincion de Gram. Ademas, no
esporulan y algunas cepas muestran cuerpos bipolares que posiblemente
contengan polifosfato. Los grandes bacilos homofermentativos que forman
bacilos largos, contienen en su interior granulos, estos se han podido observar
mediante la tincion de Gram o por tincion con azul de metileno (Kandler et al.,
1992).

1.2.2. Pared celular y ultraestructura

La pared celular de Lactobacillus sp., es propiamente Gram positiva observada
al microscopio electrénico, esta presenta peptidoglicanos (mureinas) de varios
quimiotipos, también presenta polisacaridos unidos al peptidoglicano por
enlaces fosfodiéster y soOlo presenta acidos teicoicos vinculados a ella en
algunas especies (Knox y Wicken, 1973; citados por Bergey, 1992). También
pueden observarse al microscopio electrénico grandes mesosomas que son

caracteristicos de este género.
1.2.3. Las colonias de Lactobacillus

En medios sélidos las colonias de Lactobacillus son pequefas (2-5 mm),
convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y no presentan pigmentos.
Soélo en determinadas ocasiones presentan coloracion amarillenta o rojiza.
Algunas especies constituyen colonias rugosas. Otras, como Lactobacillus
confusus, como excepcidbn muestran colonias viscosas. En general, no
presentan actividad proteolitica ni lipolitica que se pueda observar mediante
halos claros formados en medios soélidos que incluyan proteinas o grasas.
Aunque, muchas cepas muestran una ligera actividad proteolitica debido a
proteasas y peptidasas ligadas a la pared celular o liberadas por ésta, asi como
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una actividad lipolitica débil debido a la accion de lipasas intracelulares (Law y
Kolstad, 1983). Generalmente, no reducen los nitratos, pero esta reaccion
puede suceder en ciertos casos, cuando el pH es superior a 6,0. Los
lactobacilos no licdan la gelatina ni asimilan la caseina, aunque muchas cepas
producen cantidades pequefias de Nitrégeno soluble. Tampoco producen indol
ni sulfidrico (H,S). Son catalasa negativos y también son citocromo negativos,
por la ausencia de porfirinas. La produccién de pigmentos por estas bacterias
es rara y cuando sucede, éstos suelen ser de color amarillo o naranja hacia un
tono rojizo. Los lactobacilos no producen olores tipicos al crecer en medios
habituales, pero ayudan a cambiar el sabor de alimentos fermentados,
mediante la produccion de compuestos volatiles como diacetilo y sus
derivados, sulfuro de hidrégeno (H,S) y aminas en el queso (Law y Kolstad,
1983).

1.2.4. Condiciones de crecimiento y necesidades nutritivas

El género Lactobacillus presenta unos requerimientos nutricionales particulares
para cada especie, necesitan no sélo carbohidratos como fuentes de carbono y
energia, sino también: aminoacidos, vitaminas y nucleétidos. Existen especies
gue se adaptan a sustratos muy especificos y requieren factores de crecimiento
especificos (Bergey, 1992). Debido a los requerimientos nutricionales, la
clasificacion de las BAL es dificil por los métodos microbiolégicos tradicionales.
El uso de pruebas moleculares, basadas en secuencias de ADN ribosomal,
para identificar las bacterias aisladas de su ambiente natural, fue investigado
por Tannock (1988). Debido a la elevada variabilidad de esta region entre
especies, se utiliza desde hace varios afios un método eficaz para la
identificacion y deteccidn especifica de bacterias acido-lacticas probidticas,
este ha resultado muy util para una caracterizacion mejor de las mismas,
denominado PCR (polymerase chain reaction o reaccion en cadena de la
polimerasa) (Castellanos et al., 1996).

1.2.5. Condiciones ecoldgicas
¢ pH:

El pH del medio influye en el crecimiento de los lactobacilos, estos crecen

adecuadamente en medios ligeramente acidos, con un pH inicial que puede
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variar de 6,4 - 4,5 y con un pH Optimo de desarrollo entre 55 y 6,2. Su
crecimiento se interrumpe cuando el pH toma valores desde 4 hasta 3,6
dependiendo de la especie y cepas y disminuye considerablemente en medios
neutros o ligeramente alcalinos. Los lactobacilos son capaces de reducir el pH
del sustrato donde estdn presentes por debajo del valor 4,0 mediante la
formacion de acido lactico. De esta manera evitan o al menos reducen
notablemente el crecimiento de practicamente de todos los microorganismos
competidores, excluyendo el de otras bacterias lacticas y el de las levaduras
(Bergey, 1992).

% Necesidades de Oxigeno:

La mayor parte de las cepas de Lactobacillus sp. son esencialmente
aerotolerantes; su crecimiento Optimo se adquiere bajo condiciones
microaerofilicas o anaerObicas y se conoce que un aumento de la
concentracion de CO, (de alrededor el 5% o hasta el 10%) puede estimular el
crecimiento, sobre todo en el caso del crecimiento superficial en medios soélidos
(Bergey, 1992).

% Temperatura de crecimiento:

La mayoria de los lactobacilos son mesdfilos (30 - 40°C), tienen un limite
superior de 40°C. No obstante, su rango de temperaturas para el crecimiento
se encuentra entre 2 y 53°C, algunos crecen a temperaturas inferiores de 15°C
y hay cepas que pueden llegar a crecer por debajo de 5°C. Otros crecen a
temperaturas bajas, proximas al punto de congelacion (por ejemplo, los que
residen en carnes y pescados congelados). Los denominados lactobacilos
“termdfilos” pueden tener un limite superior de temperatura de 55°C y no
crecen a una temperatura inferior de 15°C. No se conocen aun los verdaderos
lactobacilos termofilos que crezcan a una temperatura superior de 55°C
(Bergey, 1992).

1.2.6. Metabolismo

Los lactobacilos son microaeréfilos o anaerobios. Estos microorganismos no
presentan sistemas de citocromos para efectuar la fosforilacion oxidativa y no

tienen enzimas superoxido dismutasas ni catalasas.
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Los miembros de este género transforman por homofermentacion la glucosa y
las hexosas aldehidicas similares, los carbohidratos que producen estos
azucares simples y los alcoholes polihidroxilicos en acido lactico o bien, en
acido lactico y otros productos finales adicionales como acido acético, etanol,
dioxido de carbono, &cido formico y acido succinico por heterofermentacion
(Kandler, 1983), al menos un 50% de los productos finales lo constituye el
acido lactico, el cual normalmente no es fermentado (Kandler y Weiss, citados
por Bergey, 1992). Las vias principales de la fermentacion de las hexosas son:
la de Embden-Meyerhof, en la cual se transforma 1 mol de hexosa en 2 moles
de &cido lactico mediante la fermentacion homolactica y la via del 6-
fosfogluconato, cuyo resultado es 1 mol de CO,, 1 mol de etanol (o de &cido
acético) y 1 mol de acido lactico, mediante la fermentacion heterolactica. En
condiciones aerobias, la mayor parte de las cepas reoxidan el NADH, usando
el O, como aceptor final de electrones, de manera que el Acetil-CoA no es, o al
menos no es totalmente reducido a etanol. De este modo, se genera ATP
adicional por fosforilacién a nivel de sustrato, asi como proporciones variables
de acido acético y etanol, en relacion al suministro de Oxigeno (Archibald y
Fridovich; 1981). En lo que se refiere a los niveles enzimaticos, los lactobacilos
heterofermentativos poseen fosfocetolasas, pero no FDP aldolasas, mientras

gue los homofermentativos poseen FDP aldolasas, pero no fosfocetolasas.
1.2.7. Patogenicidad

Excepto las caries dentales, la patogenicidad de los lactobacilos es inusual; sin
embargo, Ultimamente se han conocido algunos procesos infecciosos en
humanos en los que estos microorganismos se han hallado implicados. Como
por ejemplo los casos de abcesos, septicemias sistémicas y endocarditis
bacterianas, causados por L. casei subsp. rhamnosus, L. acidophilus, L.
plantarum y ocasionalmente Lactobacillus salivarius (Bourne et al., 1978;

citados por Bergey, 1992).
1.2.8. Taxonomia

Inicialmente la taxonomia de los lactobacilos se realizaba en funcién de sus
caracteristicas fenotipicas como los patrones de fermentacion de

carbohidratos, la resistencia a distintas concentraciones de NacCl, el crecimiento
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en diferentes medios a una temperatura o rango de pH determinados y la
resistencia a antibidticos y otras caracteristicas de las células. Primeramente,
los lactobacilos se clasificaron teniendo en cuenta su temperatura de
crecimiento y la fermentacion de las hexosas y, después, en funcidon de su
capacidad homo/heterofermentativa. Kandler y Weiss (1992) clasificaron a los
lactobacilos en tres grupos: termobacterias (lactobacilos homofermentativos
obligados), estreptobacterias (lactobacilos heterofermentativos facultativos) y
betabacterias (lactobacilos heterofermentativos obligados), esta clasificacion no

tiene en cuenta ni las temperaturas de crecimiento ni la morfologia.

Hammes et al. (1995) definieron el género Lactobacillus, y fue la definicién
"moderna"” mas admitida, que divide los lactobacilos como homofermentativos
obligados, heterofermentativos facultativos y heterofermentativos obligados,
basada en el tipo de azucares fermentados y productos de fermentacion. Los
lactobacilos homofermentativos (habitualmente denominados grupo metabdlico
A) fermentan las hexosas casi Unicamente (85%) a acido lactico a través de la
ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) o la glucdlisis; no fermentan las pentosas
y el gluconato. Las especies heterofermentativas facultativas (grupo metabdlico
B) fermentan las hexosas en acido lactico a través de EMP y pueden degradar
las pentosas y gluconato a través de una fosfocetolasa inducible, una enzima
de la ruta de la pentosa fosfato (PP), produciendo acido acético, etanol y acido
férmico en condiciones limitantes de glucosa. Por ultimo, los lactobacilos
heterofermentativos obligados (grupo metabdlico C) tienen una aldolasa FDB,
pero no fosfocetolasa, y metabolizan pentosas y hexosas Unicamente por la via
del fosfogluconato (que corresponde a la primera parte del PP) y originan acido
lactico, etanol (o acido acético) y CO..

La actualizacion taxon6mica realizada por Salvetti et al. (2012), basada en el
analisis de secuencias de genes ARNr 16S, aunque en ciertas ocasiones es
insuficiente y han recurrido a técnicas adicionales como la secuenciacion de
genes codificadores de proteinas mas divergentes y/o técnicas de tipado
molecular para diferenciar las cepas e incluirlas a la especie correcta después
de la agrupacion fundamentada en el gen ARNr 16S. La combinacion de varios
modelos y métodos proporcioné la identificacion de 15 grupos de Lactobacillus
(Gréfico 4):
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L. delbrueckii, L. salivarius, L. reuteri, L. buchneri, L. alimentarius, L. brevis, L.
collinoides, L. fructivorans, L. plantarum, L. sakel, L. casei, L. coryniformis, L.

manihotivorans, L. perolens, L. vaccinostercus.

Grafico 4: Especies de Lactobacillus y Pediococcus resultantes del andlisis del gen ARNr 16S. Sélo se
indican los nombres de los grupos (Salvetti et al., 2012).

1.2.9. Accién antimicrobiana

Se pueden exponer multitud de ejemplos que ilustren la actividad
antimicrobiana de las bacterias acido lacticas. Lactobacillus plantarum es la
cepa mas comunmente productora de bacteriocinas, lo cual demuestra su
capacidad para controlar otros microorganismos, incluyendo los patégenos.
Determinados microorganismos producen antibiéticos y antimetabolitos como:

bacteriocinas, acidofilinas, lactalinas y toxinas destructoras de levaduras.

Gran parte de las cepas de Lactobacillus producen sustancias antimicrobianas
inhibidoras del crecimiento y desarrollo de otros microorganismos “in vivo”
(Saxelin, 1997).

Bacteriocinas

Son moléculas que tienen una estructura tipo péptido o proteina de origen
ribosomal que se secretan al medio extracelular y poseen la capacidad de
inhibir el crecimiento de otros microorganismos (Monroy et al., 2009; Beshkova

y Frengova, 2012; Mondragoén Preciado et al., 2013).
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Las bacteriocinas pueden actuar tanto contra bacterias Gram positivas como

Gram negativas aunque en menor medida.

Las bacteriocinas de las bacterias acido lacticas incluyen residuos de
aminoé&cidos como lisina, arginina e histidina, los cuales les otorgan un caracter
catiénico (pH neutro), y también incluyen residuos de alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina y triptéfano, esto les otorga caracter
hidrofébico; ademas, las bacteriocinas presentan caracter anfipatico (Diep y
Nes, 2002; Yusuf, 2013). Las bacteriocinas se clasifican en cinco grupos (Tabla
3) teniendo en cuenta diferentes criterios (Nes et al., 2007; Monroy et al., 2009;
Balciunas et al., 2013).

CLASIFICACION LAS BACTERIOCINAS

Clasificacitn

Caracteristica

Subcategoria

Ejemplo

Clase 1
{lantibidticos)

Péptidos que contienen aminodcidos mo-

dificados (lantioninca, f-lantioninata).

Tipo A (moléculas lineales)
Tipo B (moléculas globulares)

Nisina, subtiling, epidermina.
Mersacidina.

Clase heterogénea de péptidos termoesta-

bles pequefios.

Subclase I1a (pediocina-antilisteria)
Subclase 1Tb {compuesto de dos pétidos)

Pediocina, enterocing, sakacina.
Plantaricina, lacticina F.

(lase 11 Subclase Ile (otras bacteriocinas) Lactococcina.
Grupo de péptidos lineales Subclase 11d Lacticina ().
Degradacion de proteinas grandes. Subclase Ile Propionicina F.
Clase 101 Péptidos grandes termolibiles. Helveticina J, millericina B,
Clase 1V Péptidos ciclicos* Reutericina 6.
Clase ¥ Péptidos de estructura circular. Enterocina AS-48, gasericina A.

# Asociados con lipdos o carbohidratos
Tabla 3: Clasificacion de las bacteriocinas (Nes et al., 2007; Monroy et al., 2009 y Balciunas et al., 2013).

Gran parte de las bacteriocinas producidas por las BAL inhiben el crecimiento
de las bacterias formando poros en la membrana celular, las bacterias diana
son atraidas por las bacteriocinas mediante fuerzas electrostéticas, dado que
las bacterciocinas presentan cargas positivas pueden interactuar con los
fosfolipidos de la membrana de las bacterias que presentan cargas negativas.
Asimismo, el caracter anfipatico de las bacteriocinas posibilita aiun mas su
distribucion a lo largo de la superficie de la membrana celular de la bacteria
(Cotter et al., 2005; Nishie et al., 2012; Yusuf, 2013). Una vez producida la
unién de la bacteriocina y la bacteria, la region hidrofobica se introduce en el
interior no polar de la membrana celular, esto hace que se formen poros en la
membrana y como resultado se origina la salida del contenido intracelular,

produciendo la pérdida de iones K, de energia en forma de ATP y en
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determinadas ocasiones, de aminoacidos y moléculas de bajo peso molecular
(Bemena et al., 2014).

1.2.10. Bioconservacion

Las bacterias acido lacticas conservan los alimentos como resultado de una
exclusion competitiva y también debido a la produccién de bacteriocinas. Por
esta razdn, ejercen un papel primordial en las fermentaciones de alimentos, ya
que causan los cambios de sabores caracteristicos y producen un efecto
conservante sobre los productos fermentados. Entre las diferentes especies de
Lactobacillus que ejercen un papel importante en la bioconservacion se halla L.
plantarum, bacteria que posee plasmidos portadores de genes que codifican

para enzimas importantes de la fermentacion (Nes, 1984).

Lactobacillus plantarum no sélo brinda una conservacién adecuada, sino que,
ademas, en ciertas ocasiones, aumenta el contenido de nutrientes significativos

como los &cidos grasos W-3.

Su capacidad caracteristica para inhibir el crecimiento de patdégenos es
empleada en la industria alimentaria para la bioconservacion. Se ha
demostrado que cuando se usa en la conservacion de alimentos inhibe
totalmente el crecimiento de bacterias aerdbicas, varias enterobacterias y
Staphylococcus aureus. El género Lactobacillus, también esta implicado en la
conservacion de forrajes en forma de ensilajes, debido a que las bacterias
acido lacticas de este género presentan dos caracteristicas fundamentales:

e Tienen mayor efecto sobre el pH final de los ensilajes.

e Desempefian un buen control sobre el resto de las bacterias presentes.

Por esta razébn en el mundo actual se confirma su efectividad como
conservantes biolégicos, ademas de determinadas ventajas como no

contaminar el ambiente, entre otras (Esperance et al., 1997).

2. FORMAS PRINCIPALES DE PREPARACION DE ACEITUNAS DE MESA
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El fruto del olivo (Olea europaea var. sativa), recolectado en un estado de
madurez adecuado y tratado de una forma apropiada, se transforma en un

producto alimenticio con unas propiedades organolépticas muy apreciadas.

Segun el Consejo Oleicola Internacional (COI), la aceituna es una drupa, un
pequefio fruto de forma elipsoidal o globosa, que posee un principio amargo,
qgue es la oleuropeina, un contenido de azucares bajo (2,6 a 6%) en relacion
con el resto de las drupas, y un alto contenido en aceite (desde el 12% al 30%),
en funcién de la variedad y del estado de madurez.

Dichas caracteristicas suscitan que sea un fruto que no se puede tomar tal
como lo encontramos en, el arbol, sino que deba de someterse a una serie de
procesos que cambian de manera significativa de unas regiones a otras y que
también dependen de la variedad.

De manera excepcional, las aceitunas pueden madurar en el arbol y convertirse
en frutos dulces, en la inmensa mayoria de los casos esto se debe a
fermentaciones. Un ejemplo es el de la variedad Thrubolea en Grecia.

La oleuropeina caracteristica de la aceituna tiene que ser eliminada por su
intenso sabor amargo, aunque no es dafina para la salud. Normalmente, las
aceitunas se someten a procedimientos con hidroxido soédico o potasico,
salmuera o repetidos lavados con agua, segun sistemas y costumbres locales.
Ademas, segun la Norma de Calidad emitida por el Consejo Oleicola
Internacional (1980), se considera aceituna de mesa al fruto de diferentes
variedades de olivo cultivado, cosechado en el estado de madurez apropiado y
de calidad tal que, preparado adecuadamente, se obtiene un producto para el
consumo, saludable, de buena conservacion y constituye un producto
comercial. La aceituna de mesa es un alimento de elevado valor nutritivo y muy
equilibrado, tiene todos los aminoacidos esenciales en una proporcién perfecta
y aungue presenta un contenido en proteina pequefio, su nivel de fibra
favorece que sea muy digestiva. Poseen minerales como calcio y hierro, y
vitaminas como la provitamina A, la vitamina C y la tiamina. Segun la Norma
citada anteriormente, las aceitunas de mesa se clasifican en los siguientes
tipos:

» verdes, son las aceitunas de frutos recolectados durante el ciclo de

maduracion, cuando han adquirido un tamafio normal (Figura 2). La coloracion
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del fruto podra cambiar del verde al amarillo paja. Este tipo es el Unico que se

somete a fermentacion lactica.

Figura 2: aceitunas verdes (COI).

» de color_cambiante, obtenidas a partir de frutos de color rosa vinoso o

castano, recolectadas antes de su total madurez, sometidos o no a tratamiento

alcalino y preparadas para el consumo (Figura 3).

Figura 3: aceitunas color cambiante (COI).

* negras naturales, se obtienen de frutos recolectados en completa madurez o

poco antes de ella, presentan un color negro rojizo, negro violaceo, violeta

oscuro, negro verdoso o castafo oscuro (Figura 4).
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Figura 4: aceitunas negras (COI).

* negras oxidadas, obtenidas de frutos que no estando completamente

maduros se han oscurecido mediante oxidacion y han perdido el amargor
mediante tratamiento con hidroxido sodico (sosa cdaustica), deben ser

envasadas en salmuera y preservadas por esterilizacion con calor.

En Espafia, se cultivan un gran nimero de variedades de aceitunas de las
cuales las mas significativas son la manzanilla de Sevilla, la gordal sevillana
(popular internacionalmente con la denominacién de “sevillano”), la morona, la
hojiblanca, la cacerefia y la verdial. Otras variedades menos significativas son
la cafiivana, la picolimon, la gordalilla, la alorefa, la rapazalla, la picuda, la
cordobi y lacuquillo. A continuacién, se describen las tres elaboraciones de

mayor aceptacion.

2.1. Aceitunas verdes aderezadas en salmuera, estilo sevillano o espafiol

Se someten a un tratamiento con una solucion de hidréxido sodico (NaOH) vy,
después de una fase de lavado con agua o con agua acidulada, se colocan en
salmuera del 10-12% de NaCl, donde se mantienen durante las fases de

fermentacion y conservacion.

2.2. Aceitunas negras por oxidacién o tipo negras

Este tipo de aceitunas estan incluidas segun el Consejo Oleicola Internacional,
en las aceitunas de color cambiante. Se someten a varios tratamientos de
solucion alcalina (lejia a baja concentracion), cada tratamiento va seguido de

aireacion, los sucesivos tratamientos de solucién alcalina y aireacion producen
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el ennegrecimiento. En determinadas ocasiones se utilizan soluciones de

gluconato ferroso o lactato ferroso (0,1%) para ennegrecer mas las aceitunas.

2.3. Aceitunas negras naturales

Se lavan y se introducen en salmuera (del 8% al 10%) directamente, segun los
hébitos de los distintos paises. Se mantienen en salmuera hasta que hayan
eliminado casi todo el sabor amargo y con la salmuera se induce la accion

microbiana para la fermentacion.

Las diferentes formas de preparacion de las aceitunas de mesa desde su
recolecta en el estado de maduracion apropiado para los diferentes tipos se

pueden resumir en el siguiente esquema (Figura 5):

RECOLECCION

T~

‘-
ACEITUNA ACHTUNA ACETUNA
VERDE COLOR CAMBIANTE MHEGRA

TRAMSPORTE

LIMPIEZA, CLASIFFCACION
¥ SELECCION

/

= SALMUERA Y
COCIDO — LARDO .

OXIDACION
- N
.M:Em.lu ACETUNA ACEITUNA
\lEIIE c-m.on c:mmurf MEGRA NATURAL NEGRA OXIDADA

CLP-SIFICH:IDN ELMINACION DESHUESADD
TMIAND = DEFUCTUOSAS

RELLEMC,

TROCEADO, ALINADD...

ENVASADD Y ETIDUETADO

Figura 5: Esquema de los procesos de elaboracién (Estradas Cabezas, 2011).
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3. FACTORES CONDICIONANTES PARA EL CRECIMIENTO DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) EN LA FERMENTACION DE
ACEITUNAS

El desarrollo de las bacterias acido lacticas en la fermentacion de aceitunas
depende de varios factores. Aunque, la manera de reducir su fuerte sabor
amargo, debido a las caracteristicas de la oleuropeina y otros polifenoles que
forman parte de su composicion, es esencial. Las aceitunas tratadas con una
solucion de hidroxido sédico (lejia), manifiestan siempre una disposicion muy
propicia para el crecimiento de las BAL. Por el contrario, las tratadas mediante
dilucion, o cuando la lejia no penetra de forma adecuada, frecuentemente
muestran dificultades mas o menos importantes y, ademas, en gran cantidad
de ocasiones, inhiben totalmente el crecimiento de las bacterias acido lacticas.
De modo que, el factor mas significativo es la presencia de polifenoles; otros
requisitos son la concentracion de sal, variedad, temperatura, azucares

disponibles, etc.
a) Efecto de los polifenoles

El fenol que se encuentra en mayor proporcion en las aceitunas es la
oleuropeina, este, junto con otros compuestos fendlicos, se hidrolizan a lo largo
del proceso de fermentacion, originando tirosol e hidroxitirosol, mostrando
ambos compuestos fuertes caracteristicas antioxidantes (Cornwell et al., 2008;
Peyrol et al., 2015).

OH

HO ——
OH

Oleuropeina Hidroxitirosol Tirosol

Figura 6: Polifenoles mas significativos existentes en las aceitunas (Carbonell-Alcaina, 2017).
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Dichos polifenoles, impiden la oxidacién de los acidos nucleicos, proteinas y
lipidos, procesos que pueden dar lugar al inicio de enfermedades
degenerativas como cancer, enfermedades del corazén, trastornos dérmicos y
envejecimiento (Middleton et al., 2000; Schroeter et al., 2006; Perez-Vizcaino et
al., 2009).

Etchells et al. (1966) observaron que las aceitunas de la variedad Manzanilla
no experimentaban una fermentacion lactica cuando se introducian
directamente en salmuera, ni siquiera adicionandoles un cultivo puro de
Lactobacillus plantarum. Sin embargo, cuando se introducia una solucion de
hidroxido sddico o un tratamiento anterior con calor (74°C durante 3 minutos)
las BAL experimentaban un importante crecimiento. Esta conducta distinta la
asignaron a la presencia en las aceitunas de un compuesto inhibidor de las
BAL, que desaparecia al utilizar los procesos anteriores. Ademas, Juven et al.
(1968 a) observaron una mejoria en la fermentacion lactica tras meter las
aceitunas en lejia caliente durante un tiempo breve. Las primeras pruebas de la
presencia de esas sustancias las aportaron Fleming y Etchells (1967) y Fleming
et al. (1969). Posteriormente, se dieron cuenta que, los compuestos obtenidos
de la hidrdlisis de la oleuropeina, la aglucona y el acido elendlico, mostraban
una mayor actividad frente a las BAL (Fleming et al., 1973; Walter et al., 1973).
Diferentes compuestos provenientes de la oleuropeina u otros fenoles
muestran de igual manera efecto inhibidor, siendo el hidroxitirosol el que lo ha

manifestado de manera mas significativa (Ruiz Barba et al., 1993).

Definitivamente, un estudio realizado por Rézes y Peres (1996) ha mostrado
qgue la oleuropeina no es por si misma inhibidora de Lactobacillus plantarum.
Sin embargo, cuando se produce la aglucona, por la actividad de la p-
glucosidasa, se origina una pronta reduccion de las células viables, que
depende de la concentracion de la aglucona y es esencialmente considerable
en presencia de pequefias concentraciones de azucares. No obstante, la
oleuropeina presentaba un efecto bactericida muy significativo, que se reducia
a medida que la concentracion de glucosa se incrementaba, en presencia de
sal (6%).

b) Concentraciéon de sal y pH
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Son factores muy importantes para el crecimiento de las bacterias &cido
lacticas y ademds, en este caso, se pueden controlar. Concentraciones de
NaCl mayores del 8%, inhiben casi totalmente el crecimiento de las BAL en las
fermentaciones de aceitunas. Balatsouras (1985) hizo una extensa seleccion
de bacterias acido lacticas provenientes de salmueras de todo tipo. En cuanto a
la tolerancia a la sal, se inhiben el 33% de las cepas procedentes de aceitunas
verdes estilo sevillano con una concentracion de NaCl del 6%; con una
concentracion del 7%, se inhiben el 50%; al 8% soélo perduran alrededor del
10%; y por encima del 9% no crece ninguna cepa. Por lo que, este parece ser
el limite superior para el crecimiento de las bacterias &cido lacticas en
aceitunas de tipo verdes estilo sevillano. Los lactobacilos provenientes de
aceitunas negras naturales manifestaron una tolerancia un poco superior
(Figura 7).
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Figura 7: Tolerancia a la sal de Lactobacillus plantarum procedentes de salmueras de fermentacion de

aceitunas verdes estilo sevillano y negras naturales (60% de las muestras) (Balatsouras et al., 1985).

Sabiendo que, en otros productos, como por ejemplo pepinillos, se han descrito
cepas mas resistentes de estas bacterias, es posible, que en el caso de las
aceitunas, la existencia de oleuropeina y otros fenoles puede originar una cierta
sinergia con la sal y ayudar a reducir la resistencia de las mismas a la sal

Unicamente (R6zés et al., 1996).

Caracteristicas determinadas de ciertas cepas de Lactobacillus plantarum
pueden estar relacionadas con diferentes tolerancias a la cantidad de sal. Asi,
la cepa H4 (no productora de bacteriocina) manifestdé ser mas tolerante a la sal

(8%) que otra productora de ella, LPCO10, que sélo resistio el 6%
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probablemente como una respuesta de la primera para su supervivencia frente

a la segunda (Montano et al., 1993).

En cuanto a la tolerancia al pH, Balatsouras (1985) descubri6é que casi la
totalidad de las cepas de Lactobacillus plantarum crecian bien en un rango de
pH que comprende desde 3,25 a 8,00. A valores de pH superiores a 8,50 no
sobrevivia ninguna de las cepas y muy pocas las que resistian un pH muy
acido. Sorprendentemente, las cepas mas tolerantes a la acidez procedieron de
los cultivos aislados de aceitunas negras naturales, mientras que las
provenientes de aceitunas verdes estilo sevillano mostraban, generalmente,

tolerancias igualmente muy elevadas (entre el 1,3 y 1,9% de acidez) (Figura 8).
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Figura 8: Produccién de &cidos de cepas de Lactobacillus plantarum procedentes de salmueras de
fermentacion de aceitunas verdes estilo sevillano y negras naturales (60% de las muestras) (Balatsouras
et al., 1985).

c) Disponibilidad de azucares fermentables

La concentracion de azucares fermentables es diferente en las distintas
variedades y disminuye a medida que avanza la maduracién (Fernandez Diez
et al., 1985; Garrido Fernandez et al., 1997). Ademas, la cantidad de dichos
compuestos en las salmueras depende de los tratamientos a los que se
someten las aceitunas en cada elaboracion. En el caso de las aceitunas estilo
sevillano o espafiol, las soluciones alcalinas y los lavados eliminan una
proporcion considerable de los mismos; pero el aumento de permeabilidad que
ello provoca en la piel y en la pulpa hace que el nivel de materia fermentable (y
otros nutrientes) disponible desde un principio sea relativamente alto (0,5-
2,0%), a no ser que el numero de lavados o sus duraciones hayan sido

excesivos. En Espafia, las cantidades perdidas pueden cuantificarse entre el 1
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y 2%, dependiendo de las variedades y condiciones de los tratamientos
(Fernandez Diez et al., 1985); pero, aun asi, no se requiere normalmente

anadirlos.

Si a las salmueras se les afiaden azucares y se emplea un cultivo iniciador, se
consigue una fermentacion lactica completa y se alcanzan unas caracteristicas

finales deseables (Balatsouras et al., 1983).
d) Disponibilidad de aminoacidos y vitaminas

Las aceitunas poseen un bajo contenido de proteinas (entre el 1-2%). Aunque,
se ha comprobado que presentan un excelente valor nutricional y ademas
poseen todos los aminoacidos que son esenciales para el hombre (Fernandez
Diez et al.,1985). En el proceso fermentativo de las aceitunas, la presencia de
las BAL, ya suprimidos los inhibidores, es muy sencilla aun sabiendo los
requisitos nutritivos de las BAL. El desarrollo de las BAL en la fermentacion de
aceitunas verdes se contempla practicamente desde que estas se introducen
en salmuera. En las aceitunas tipo negras y en las aceitunas negras naturales
debido a que se introducen directamente en salmuera el desarrollo de las BAL
es mas complejo en dichas fermentaciones. A pesar de todo, posteriormente,
una vez que se cambia la salmuera de fermentacion, la cantidad de
compuestos proteicos es aun menor (Casaroli et al., 1980). Ruiz Barba y
Jiménez Diaz (1985), analizaron en las salmueras de aceitunas verdes la
existencia de vitaminas esenciales del grupo B. De sus andlisis pudieron
deducir que en las salmueras, desde el comienzo el proceso fermentativo se
puede hallar acido nicotinico y pantoténico, biotina y vitamina Bs. También
hallaron la presencia de levaduras en el proceso fermentativo y estas
producian cantidades significativas de dichos compuestos. Las levaduras
juegan un papel favorable en el proceso fermentativo de las aceitunas de mesa
(Kotzekidou et al., 1997). Sin embargo, ciertas especies de levaduras también
pueden causar deterioros en las aceitunas (Asehaou et al., 2000). A lo largo del
proceso de fermentacion y almacenamiento, las levaduras tienen la capacidad
de producir etanol, glicerol, acido organicos, ésteres y otros compuestos
volatiles que ayudan a mejorar la textura y el aroma de las aceitunas (Montafio

et al., 2003; Sabatini et al., 2008). Varias actividades enzimaticas presentadas
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por las levaduras pueden ser significativas a lo largo del proceso fermentativo
de la aceituna de mesa, como por ejemplo, la actividad B-glucosidasa influye en
la hidrdlisis de la oleuropeina favoreciendo el establecimiento de las BAL (Psani
y Kotzeidou, 2006).

4. CARACTERISTICAS DEL DESARROLLO DE LAS BACTERIAS ACIDO
LACTICAS EN LAS ELBORACIONES MAS DESTACADAS DE ACEITUNAS
DE MESA

4.1. Aceitunas verdes

Gracias a las exquisitas propiedades organolépticas han llegado a obtener un
gran prestigio internacional, logrando ser denominadas mundialmente como
aceitunas estilo sevillano o espafol. Las caracteristicas climatolégicas
particulares de las proximidades de Sevilla y de las variedades que se cultivan
en dicha zona fueron elementos muy importantes para el desarrollo de este
tratamiento. Se utilizan depdésitos de fibra de vidrio y poliéster, en los que se
pueden introducir unos 10.000 kg de aceitunas. La elaboracion de este tipo de
aceitunas continda siendo la misma y las BAL siguen jugando un papel
fundamental en ella. La fermentacion es espontanea y es bastante complicada.
Se divide en cuatro fases. La primera fase, tiene una duracién entre 5 y 15
dias, en ella tiene lugar el crecimiento de bacterias Gram negativas y cocos
lacticos. La actividad de estas bacterias disminuye el pH en esta fase. La
segunda fase, dura entre 10 y 15 dias, comienza cuando afloran los primeros
lactobacilos, estos crecen cada vez mas, conforme avanza el tiempo. Finaliza
cuando desaparecen las bacterias Gram-negativas. En la tercera fase, los
lactobacilos predominan con respecto a otras bacterias. En esta fase tienen
lugar alteraciones fisico-quimicas y organolépticas mas importantes. En dicha
fase las aceitunas adquieren sus propiedades caracteristicas. Termina cuando
se consumen los azucares fermentables. Esta ultima fase comprende toda la
etapa de conservacion de las aceitunas, ademas, tienen lugar un incremento

de la acidez volatil y un cierto aumento de pH. Si este aumento de pH es mayor
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de 0,4 unidades, pueden tener lugar modificaciones desfavorables (Garrido
Ferndndez et al., 1997). La especie representativa de este tipo de fermentacion
es Lactobacillus plantarum, pero también Lactobacillus pentosus se puede
encontrar en mayor proporcion. Mientras las aceitunas estan en salmuera
también encontramos una poblacion de levaduras (Gonzélez Cancho, 1965)
gue se desarrollan produciendo un resultado de sinergia para el crecimiento de
las BAL. Las BAL pueden ser perjudicadas, ademas de los factores que
pueden influir en el proceso fermentativo anteriormente contados, también hay
otros factores particulares del proceso de elaboracion de aceitunas verdes que
podemos destacar:

a) Modificaciones en los tratamientos alcalinos y lavados

En los ultimos afios, se estan llevando a cabo una serie de cambios con el
objetivo de reducir la contaminacion y la cantidad de vertidos producidos. Como
primera medida de control para disminuir el volumen de vertidos se recurre a la
reutilizacion de las lejias de cocido. Es un ejercicio sencillo y necesita pocas
instalaciones adicionales, pues es suficiente con una bomba y un depdsito
auxiliar. Este cambio es muy rentable ya que se utiliza la mayor parte del
hidroxido sédico que se perderia. La concentracibon de compuestos
contaminantes, después de diez o doce reutilizaciones, no llega a ser tres
veces la carga de las de un solo uso. Con ello, se disminuye el volumen de los
vertidos, se reduce una gran cantidad de materia contaminante, y ademas se
ahorra agua, lo que en algunas regiones es de gran importancia. Se ha
verificado, varias veces, que la fermentacion y las propiedades organolépticas
de las aceitunas producidas con lejias reutilizadas son normales y no se

diferencian de las obtenidas por el tratamiento tradicional (Montes, 2010-2011).

La otra medida llevada a cabo es la reduccion del numero de lavados. Los
cambios analizados por (Castro et al., 1983) han llevado a cabo la eliminaciéon
de una o las dos aguas de lavado. En el caso de eliminar un lavado, la
fermentacién producida y el producto final no muestran diferencias con
respecto a los elaborados por el método tradicional. Actualmente, es corriente
la practica de un solo lavado. Cuando se elimina todo el lavado, las aceitunas

muestran un sabor mas concentrado de lo habitual. Se recomienda suprimir el
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segundo lavado y extender el primer lavado a 12-15 horas, esto no perjudica

las propiedades quimicas, microbiologicas y organolépticas.
b) Tratamientos con calor y facilidad de fermentacion

Juven et al. (1968a) revelaron que las aceitunas a las que se les aplicaba una
solucion caliente de NaOH fermentaban mejor, adquirian una acidez mayor en
acido lactico y mostraban un color y propiedades organolépticas mejores que
aguellas a las que se les habian realizado el mismo proceso, pero a
temperatura ambiente. Ademas, la coordinacion del control de la temperatura
con una concentracion baja de lejia, dio lugar a una fermentacion normal y a
una gran disminucién en la contaminacion, ya que se podian eliminar las aguas
de lavado (Sanchez Gémez et al., 1990). En este procedimiento un pequefio
exceso en la temperatura o en la concentracion de NaOH puede provocar
danos irreversibles en la textura de las aceitunas, tal como indican los autores
nombrados anteriormente. Luego, la utilizacién de estos cambios s6lo cobrara
sentido cuando se empleen como una medida descontaminante, dado que,
Borbolla et al. (1969), demostraron que el tratamiento alcalino a temperatura
ambiente, realizado bien, es adecuado para lograr una buena fermentacién. No
obstante, Sanchez et al. (1995) hallaron que, cuando se utiliza agua caliente
(alrededor de los 40°C) en la fase de los lavados, se estimula el proceso

lactico.

4.2. Aceitunas tipo negras (y de color cambiante)

La cantidad de azlcares y polifenoles, exceptuando las antocianinas, se reduce
conforme avanza la maduracion de las aceitunas. Del mismo modo, desde el
inicio de la presencia de las primeras coloraciones rosadas, se origina un
incremento progresivo de la permeabilidad de la piel y de la concentracion de
sustancias hidrosolubles en la pulpa. Todo esto condiciona de forma
significativa el desarrollo de la fermentacion en las aceitunas introducidas
directamente en salmuera, favoreciendo el crecimiento de las BAL conforme
avanza la madurez de las aceitunas. De modo que, al trabajar con aceitunas

verdes de la variedad Hojiblanca complicadamente se llega a obtener el
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desarrollo de las BAL; pero, cuando estan en la fase de color cambiante,
comienzan a aparecer de forma esporadica. Si se utilizan en estado de total
madurez, es comun encontrar BAL, siempre que las concentraciones de sal no
sean tan elevadas que inhiban dichas bacterias. Generalmente, la fermentacion
de aceitunas verdes y de color cambiante en salmuera se produce gracias a la
accion de levaduras (Fernandez Diez et al., 1985; Garrido Fernandez et al.,
1997; Gonzéalez Cancho et al., 1975; Balatsouras, 1966). La aparicion de las
BAL es eventual, dependiendo de las variedades y de las concentraciones de
sal. Ya que en estas aceitunas no se realiza una esterilizacion superficial
(tratamiento con lejia), la carga microbiana inicial que tienen las aceitunas del
campo puede condicionar los microorganismos que crezcan después en las
salmueras. El uso de cultivos iniciadores puede resultar de gran interés para
mejorar el crecimiento de las BAL en las aceitunas de color cambiante o verdes

utilizadas para elaborar las de tipo negras.

4.3. Aceitunas negras naturales

Los polifenoles mas abundantes en las aceitunas negras naturales son las
antocianinas, que son las causantes de la tonalidad rosada a purpura que va
apareciendo en estas. Su contenido crece conforme progresa la maduracién
(Maestro Duran et al., 1976; Vhalov, 1990), al igual que las sustancias
hidrosolubles. Sin embargo, el contenido en oleuropeina, se reduce por lo que
las aceitunas van perdiendo el sabor amargo. Para elaborar este tipo de
aceitunas no se puede aguardar a la total madurez, ya que en ese instante la

textura seria inapropiada.

El crecimiento de BAL en las salmueras de aceitunas negras naturales
depende de la variedad. Algunos de los factores que condicionan las
fermentaciones en las salmueras de dicho tipo, en el proceso anaerobio
tradicional, son: contenido de polifenoles en las salmueras, concentracion de
sal, disponibilidad de materia fermentable y temperatura (Gonzalez Cancho et
al., 1975).
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5. APLICACION DE LACTOBACILLUS SPP. COMO CULTIVOS
INICIADORES DE LA FERMENTACION DE ACEITUNAS VERDES

Los cultivos iniciadores se pueden determinar como una preparacion o material
que incluye grandes cantidades de un solo microorganismo o varios
microorganismos, que pueden afiadirse para aligerar y mejorar el proceso
fermentativo (Holzapfel, 2002). La utilizacion de cultivos iniciadores no sélo
contribuye a reducir el riesgo de deterioro sino que proporcionard una rapida y
mayor acidificacion de la salmuera, ademas, colaborara a reducir la energia
requerida a lo largo del proceso (Panagou y Tassou, 2006). Los
microorganismos utilizados como cultivos iniciadores deben presentar las
siguientes caracteristicas: a) presentar un crecimiento rapido; b) metabolismo
homofermentativo, alta tasa de acidificacion y un consumo rapido de sustratos
fermentables; c) tolerancia a los acidos organicos, a la sal y los polifenoles del
medio; d) muy pocos requisitos nutricionales; e) capacidad para tolerar la
congelacion o el liofilizado si va a ser utilizado comercialmente (Duréan-
Quintana et al., 1999). La utilizacion de cultivos iniciadores permite la
degradacion de factores antinutricionales, favorece la digestion de proteinas y
la disponibilidad de micronutrientes a través de la biosintesis de vitaminas,
aminoacidos esenciales y otros compuestos nitrogenados. Ademas, los cultivos
iniciadores alargan la vida atil de los alimentos inhibiendo a los
microorganismos responsables del deterioro de estos. Las BAL empleadas
como cultivos iniciadores pueden originar gran variedad de compuestos
antimicrobianos, como acidos organicos, CO, H,0, , etanol, bacteriocinas,
diacetilo, reuterina y reutericiclina, responsables de la inhibicion o disminucién
de microorganismos patégenos (Holzapfel, 2002). Ya que la industria
alimentaria tiene que afrontar la demanda de los consumidores de aumentar la
vida util y conservacion de los alimentos escasamente procesados y sin
conservantes quimicos, varios autores sugirieron la utilizacion de cepas
generadoras de bacteriocinas como cultivos iniciadores para la fermentacion de
aceitunas (Arroyo-LOpez et al., 2005; Delgado et al., 2005).

Una de las lineas de investigacion mas recientes es la utilizacion de inéculos
probidticos con el fin de obtener aceitunas de mesa como alimento probidtico.

Para conseguir tal fin los microorganismos tienen que jugar un doble papel
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como cultivo iniciador y como probiético, lo que permitié controlar el proceso
fermentativo y conseguir un producto final con caracteristicas probidticas. Se
ha comprobado que Lactobacillus paracasei y Lactobacillus rhamnosus pueden
colonizar la piel de la aceituna de mesa (Lavermicocca et al., 2005). Ademas,
se ha utilizado la cepa probiética Lactobacillus paracasei IMPC2.1 como cultivo
iniciador en la fermentacion de la aceituna de mesa Bella di Cerignola
observando que la cepa se encuentra al final del proceso de elaboracion en la
piel de la aceituna, por lo que actla a la vez como cultivo iniciador y como cepa
probiética (De Bellis et al., 2010).

Las BAL llevan a cabo un papel significativo a lo largo de la fermentacion de las
aceitunas de mesa, tienen la capacidad de mejorar la conservacion de las
aceitunas gracias a una acidificacion progresiva de la salmuera, debido a la
bajada del pH, a la produccién de sustancias antimicrobianas (Ruiz-Barba y
Jiménez-Diaz, 1994; Marsilio et al., 2005). Las BAL, ademas, mejoran el aroma
y el sabor del producto (Borcakli et al., 1993).

De manera que, un inéculo adecuado de las cepas elegidas nos permite
mejorar la calidad del producto (Garrido-Fernandez et al., 1997; Sanchez et al.,
2001; de Castro et al., 2002; Leal-Sanchez et al., 2003). Las BAL mas
importantes utilizadas como cultivos iniciadores son Lactobacillus plantarum
(Etchells et al.,, 1966; Leal-Sanchez et al.,, 2003; Marsilio et al., 2005) y
Lactobacillus pentosus (de Castro et al., 2002; Panagou et al., 2003, 2008).
Todas las investigaciones anteriormente nombradas manifestaron la capacidad
gue tienen las BAL para mejorar el control microbiolégico de la fermentacion y

dar lugar a unas aceitunas de mesa fermentadas de elevada calidad.

6. DISCUSION

En la presente revision se han utilizado diferentes revisiones bibliograficas las
cuales han aportado numerosos datos estadisticos de la importancia
econdémica y comercial de las aceitunas de mesa. De cuales son los paises
productores mas significativos tanto a nivel mundial como europeo.

En esta revision también se ha puesto de manifiesto la gran importancia de las
bacterias acido lacticas y en particular del género Lactobacillus en el proceso
de fermentacion de aceitunas de mesa. Estas bacterias presentan numerosas

caracteristicas y propiedades que hacen que cobren tanta importancia en dicho
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proceso. A pesar de que el proceso fermentativo ocurre de manera espontanea
diversas condiciones intervienen en el proceso. El proceso fermentativo debe
suceder en las condiciones adecuadas para que el producto resultante
presente las propiedades organolépticas deseadas.

Ademas, dicha revisidbn cuenta cuales son las principales elaboraciones de
aceitunas de mesa, como es el proceso de elaboracién de dichos tipos y como
las BAL se desarrollan en cada uno de estos tipos mas representativos, siendo
las aceitunas verdes estilo sevillano o espafol las mas importantes a nivel
mundial y de gran prestigio internacional. El uUltimo punto tratado en esta
revision hace referencia al titulo de esta y trata de las aplicaciones del género
Lactobacillus como cultivo iniciador en la fermentacion de aceitunas de mesa.
Sobre este tema actualmente se estan realizando numerosas investigaciones
en las diferentes variedades de aceitunas de mesa. El desarrollo de cultivos
iniciadores es un instrumento tecnoldgico de gran potencial que nos permite
obtener productos para el consumo humano mejorados, con mejores
caracteristicas de aroma, sabor y textura, ademas de alargar la vida atil del
producto. También, la utilizacion de cultivos iniciadores en la fermentacion de
aceitunas de mesa es de gran interés en la industria agroalimentaria no solo
por mejorar la calidad del producto final y de aumentar su vida atil sino también
por reducir costos (por ejemplo, energia), reduccion de tiempos de

fermentacién y mejora el control de proceso fermentativo.

7. CONCLUSIONES

1. Gran importancia del género Lactobacillus en el proceso de fermentacion de
las aceitunas de mesa.

2. Las condiciones de las salmueras, los factores que condicionan la presencia
de las BAL en el proceso fermentativo, son de gran importancia, cualquier
alteracion en el proceso de fermentacion hace que los productos finales
resultantes tengan caracteristicas inapropiadas y no deseadas para la
comercializacion.

3. Aplicacion de la microbiota autoctona para la elaboraciéon de un producto
estable. Esta aplicacion favorece mejorar las propiedades probidticas,

bioconservantes y antimicrobianas del producto final.
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