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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad principal optimizar los
pardmetros iniciales para la fermentacion la aceituna verde al estilo
espafiol con inoculacion de un cultivo de Lactobacillus plantarum. Para la
evaluacion estadistica se empled la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MRS) con el modelo de Box-Benken; El disefio experimental
fue de 15 tratamientos, los niveles de las variables independientes fueron:
concentracion de cloruro de sodio (4; 6 y 8 °Bé), pH inicial (4, 55y 7)y
concentracion de cultivo lactico (0,132; 0,22 y 0,308 g/100 kg de
aceituna). Los resultados obtenidos de las mejores condiciones
operacionales fue de 6,32 °Bé de concentracion de cloruro de sodio,
0,136 g/100 kg de concentracion de cultivo lactico y 4 unidades de pH
inicial de la salmuera, dichos parametros reportan una acidez titulable de
0,848 %; un pH final de 3,76.unidades. Para la evaluacion sensorial se
utilizé la prueba Hedodnica con calificacion de escalas de intervalo 1 a 9
puntos dando como resultados en el atributo sabor fue de 5,367; color fue

de 6,293 y textura fue de 5,660.
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ABSTRACT

This work had as main purpose to optimize the initial parameters for
fermentation Green Olive Spanish with inoculation of a culture of
Lactobacillus plantarum. For statistical evaluation the Response Surface
Methodology (MRS) was used to model Box- Benken, The experimental
design was 15 treatments , the levels of the independent variables were:
concentration of sodium ( chloride 4; 6 and 8 °Bé ), initial pH (4; 5,5 and
7) and lactic culture concentration (0,132; 0.22 and 0,308 g/100 kg of
olives ). The results of the best operating conditions of 6,32 °Bé
concentration of sodium chloride concentration 0,136 g/100 kg of lactic
culture and 4 units of the initial pH of the brine, these parameters reported
0.848 titratable acidity %, a final pH of 3,76 units. For the Hedonic sensory
evaluation test was used with rating scales range 1-9 points giving as
results in flavor attribute was 5,367; was 6,293 color and texture was

5,660.
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INTRODUCCION

En la actualidad la fermentacion de aceitunas verdes al estilo espafiol
en Tacna siguen un patron de elaboracion tradicional. En dichas
fermentaciones producto de partida se manipula de manera que permita
el desarrollo en las salmueras de una microbiota espontanea no
inoculada; esto hace que aparezcan con frecuencia variaciones
indeseables en la calidad del producto final. Mediante éste trabajo se
presenta una alternativa de proceso para controlar dichas fermentaciones

utilizando cultivos lacticos.

Los investigadores del Instituto de la Grasa (Jiménez y Ruiz, 2004)
han patentado un cultivo lactico, éste es un liofilizado de dos cepas de
bacterias lacticas, el uso de cultivos lacticos en la fermentacion de
aceituna da como resultado una fermentacion homogénea y la calidad
del producto final es de excelentes caracteristicas organolépticas, por ello

los objetivos para el presente trabajo son:



Objetivo general:

Optimizar la fermentacion de la aceituna verde en salmuera al estilo

espafiol, mediante la inoculacion de un cultivo de Lactobacillus plantarum.

Objetivos especificos:

- Determinar la concentracion inicial de cloruro de sodio, nivel inicial
de pH y concentracion O6ptima de cultivo de Lactobacillus
plantarum a través de la aceptabilidad sensorial y caracteristicas
fisicoquimicas.

- Evaluar la marcha de fermentacion determinando la acidez libre y
pH segun las condiciones de disefio experimental.

- Caracterizar los analisis fisicoquimicos, sensoriales e identificacion

microbioldgica del tratamiento optimizado.



CAPITULOI. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Elolivo
1.1.1 Historia del olivo

El olivo es una planta prehistérica, muchas leyendas a lo largo de la
historia lo han colocado en Asia Menor, India y Europa. Lo que si es cierto
es que se puede considerar el area Mediterranea y sus alrededores como
la region del olivo. Desde alli se extendio al Nuevo Mundo, llevado por los
colonizadores espafioles, en el siglo XV, fue introducido en las Antillas,
Sudamérica y México posteriormente, posteriormente, llegé a California
con los Padres Franciscanos al final del siglo XVIII. Emigrantes
espafioles e italianos, llevaron también el olivo a Australia y Sudafrica

(Fernandez, 1982).

En el departamento de Tacha se tiene referencia de su cultivo por el
afio 1753 en el huerto de Santa Rosa de Para, la propagacion fue en los
pagos o cercados de la ciudad de Tacna, valle de Sama e Ite. En los afos
1954 empieza la propagacion por Magollo, Yarada y los Palos (Casilla,

1998).



1.1.2 Produccidén

Las principales zonas productoras de aceituna en el Peri se muestran
en la figura 1, en éste se puede apreciar que las plantaciones de olivo se

concentran en la costa sur del pais.
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Figura 1.Produccion nacional de olivo (TM)
Fuente: Cilloniz (2011)

Como se puede observar en la figura 1 , la produccion de aceituna se
concentra principalmente en el departamento de Tacna, ya que ésta
abarca mas del 68 % de la produccion nacional, y en donde se registra el
mayor rendimiento de olivo a nivel nacional (7,054 TM/ha), dada la
eficiente conduccion técnica del cultivo, aplicando buenas practicas
agricolas como podas, fertilizacion, deshierbes, riego, tratamiento de

plagas y para la obtencion de una cosecha de aceitunas uniformes en

tamafo y maduracion.



En segundo lugar es Arequipa con un 26,6 % de la produccion
nacional y con un rendimiento de (6,072 TM/ha). Luego le siguen los
departamentos de Ica, Lima, Moquegua y La Libertad. La cosecha de la
aceituna es estacional, varia entre los meses de Marzo a Septiembre,

siendo las variedades Ascolana, Liguria y sevillana las mas cultivadas.

El 5% de la produccion peruana de oliva se dedica al aceite. EI 95% se
procesa en forma de aceituna entera, la mayor parte como negra de

maduraciéon natural popularmente llamada “botija”.

1.1.3 Clasificacién taxondmica

Segun Strasburger, la clasificacion del olivo es como sigue:

Reino : Eucariota

Subreino : Cormobionta

Division (phylum) ; Spermatophyta

Subdivision : Magnoliophytina (angiospermae)
Clase : Magnolictae (Dicotyledoneae)
Subclase ; Lamiiedae

Orden : Oleales (ligustrales)

Familia : Oleaceas

Geénero : Olea

Especie X Olea europea



1.1.4 El fruto del olivo

El fruto del olivo es una drupa ovoide, redonda o curva con
mesocarpio carnoso y piel que pasa del verde palido al negro a medida
que va madurando, con endocarpio 0 hueso duro y mas o menos
puntiagudo. La piel de color verde cambia de morado o negro cuando esta
madura, alcanzando un peso medio comprendido entre 1,5 al2 gramos
aproximadamente, sus dimensiones oscilan generalmente entre 2y 3 cm
de longitud y 1 a2 cm de diametro transversal, siendo su peso especifico
préximo a la unidad (Fernandez y Colbs, 1985). En la figura 2, se muestra

el fruto del olivo.

. ot o, " k
Figura 2.El fruto del olivo (Olea europaea sativa, Hoffg, Link)
Fuente: Elaboracion propia (2008)



Segun la variedad y como tal esta constituido de cuatro partes.

a)

b)

d)

Epicarpio o bolsa: De consistencia membranosa, delgado, liso,
brillante y de color primero verde y después variable segun la
variedad: violaceo, negro, etc. El epicarpio constituye la epidermis

del fruto, representando el 1,5 a 3,5 % del peso total de la aceituna.

Mesocarpio: Constituye del 65 al 83 % del peso total de la
aceituna formado por células isodiamétricas que aumentan de
tamafo a medida que madura el fruto. La pulpa es carnoso oleosa,
MAas O menos gruesa, consistente y de color verdoso,

tecnolégicamente es la parte mas importante.

Endocarpio: Es la capa interna y lefiosa que envuelve la semilla, se
encuentra formado del 13 al 30 % del peso total de la aceituna. La
forma del endocarpio reproduce con bastante fidelidad, la forma del

fruto.

Semilla: Se encuentra localizada en el interior del endocarpio, es
fusiforme y consta del tegumento, del endospermo y del embridn.
Generalmente es Unica de color blanco y de cotiledones de

naturaleza oleaginosa.



1.1.5 Variedades de aceituna existentes en el Peru

Segun la Asociacion Nacional de Productores y Exportadores de
Aceituna Peruana (ANPEAP, 2000), denominan a la aceituna Sevillana
como Aceituna Peruana “botija”, la cual es cultivada en el Pert en un 98%

de la produccion y el 2% de otras variedades.

a) Variedad Sevillana: Variedad peruana “botija” es la mas antigua
que existe en el pais conocida también como “criolla” de Yauca e llo. Fue
introducida por los espafioles y la sola comprobacion del desarrollo
exuberante alcanzado por la planta, su longevidad y la produccion de
abundantes cosechas determinan que se trata de una variedad adaptada
al medio ecolégico de los valles de Huaral, Pisco, Bella Union, Yauca, llo
y Tacna. El fruto es de color grande, de color negro- morado intenso a la
madurez, con base ancha y apice curvado; es la mejor variedad para la
preparacion de aceitunas botija, machacada y seca por todos los métodos
criollos. A ello se debe el hecho de su preferencia en la actualidad de su

cultivo (Flores, 1961).

b) Otras variedades: Coratina, Ascolana, Leccino, Frantoio,
Pendolino, Liguria, Cerignola, Empeltre (Farga). Introducidas

principalmente de lItalia y también del Valle de Huayco, Chile.



1.1.6 Composicion quimica de la aceituna

Tanto las caracteristicas fisicas como la composicion quimica de la
pulpa comestible, dependen de un cierto nimero de factores, entre los
que destacan la variedad y el estado de madurez en la época de
recoleccion. Como factores secundarios, pero suficientemente
importantes, deben mencionarse igualmente la situacion geografica,

calidad del suelo y tipo de cultivo, secano o regadio

Los principales constituyentes de la pulpa de la aceituna son el agua y
el aceite, encontrandose en general que ambos componentes guardan
entre si una relacion inversa para un minimo grado de madurez. Siguen
en importancia cuantitativa los hidratos de carbono, en especial los
monosacaridos y oligosacaridos libres existentes en la pulpa. Se han
identificado como azUcares y polioles mayoritarios, glucosa como
componente principal; fructosa, manitol y sacarosa; y como azUcares
minoritarios xilosa y ramnosa(Bolafios y Colbs, 1982). La fibra esta
constituida principalmente por celulosa, componente mayoritario, seguida
por lignina y hemicelulosa. Las sustancias pécticas representan del 0,3%
al 0,6% de la pulpa fresca, encontrdndose principalmente acido anhidro
galacturénico, grupos carboxilos eterificados y acetilos (Fernandez y

Colbs, 1974, 1976).



Por su gran repercusion en los problemas de ablandamiento, se ha
prestado durante los Ultimos afios una especial atencion a la presencia en
el fruto de determinadas variedades de enzimas pectinoliticas,
pectinesterasa, poligalacturonasa. La fraccion proteica de la pulpa de
aceitunas maduras oscila entre 1,5 % y 5%. Dependiendo de las
variedades, desde el punto de vista de los aminoacidos constituyentes de
éstas proteinas, se encuentran presentes la totalidad de aminoacidos
comunes sin exceptuar los esenciales, de los cuales la arginina
representa aproximadamente el 25%, seguido de leucina y valina. En
términos generales, aquellos que presentan mayor proporcion son: acido
aspartico, acido glutamico y arginina. Los &cidos identificados son: acido
citrico, malico y oxalico. El valor de pH del jugo celular varia segun la

variedad de 4,1 a 5,0 unidades (Fernandez y Gonzales, 1986).

Cuadro 1.Caracteristicas fisico-quimicas de la aceituna variedad

Sevillana
. Aceituna Aceituna
Caracteristicas
verde madura
Densidad (kg/l) 1,14 1,07
Ph 4,80 5,00
Relacion pulpa / hueso 6,00 8,00

Fuente: Marzano (1988)
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El contenido de cenizas de la pulpa oscila entre 0,68% y 1,1%, donde
el potasio es el elemento predominante, seguido del fésforo, calcio,

magnesio y sodio.

Las caracteristicas fisicoquimicas para la variedad Sevillana se muestra
en el cuadro 1 y la composicion quimica de la aceituna, variedad Sevillana
gue se produce en nuestro medio segun Marzano1988, se muestra en el

cuadro 2

Cuadro 2.Composicion quimica de la aceituna variedad Sevillana

Contenido en 100 gramos de pulpa de aceituna fresca

Componente Aceituna verde (Q) Aceituna madura (g)
Humedad 71,83 67,54
Grasa 15,64 20,97
Proteinas(1) 1,50 1,57
Ceniza 2,28 2,36
Fibra 1,81 1,64
Carbohidratos(2) 8,60 7,36
Acidez(3) 0,74 1,08
Azucares 4.80 4,10
reductores

Taninos 2,11 1,64
Oleuropeina(4) 2,25 1,98

(1) Factor de conversion de proteinas 6,25; (2) por diferencia; (3) expresado en
porcentaje de &cido citrico; (4) Medicion de absorbancia de 345 nm

Fuente: Marzano (1988)
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1.2 Procesamiento de la aceituna verde al estilo espaiiol
1.2.1 Principales insumos
1.2.1.1 Agua

El agua utilizada en la industria alimentaria debe ser potabilizada con
caracteristicas de insipida, inodora y bacteriolégicamente pura. En la
potabilizacion del agua uno de los hechos mas destacables de las
propiedades del cloro es su gran eficiencia en dosis sumamente
pequefias. Su utilizacion esta fundamentada en el efecto destructivo que
ejerce sobre las diastasas necesarias e indispensables para la vida
microbiana y su gran poder oxidante, favoreciendo la eliminacién de
materia organica. Para el procesamiento de aceitunas es necesario utilizar
aguas blandas, es decir bajo contenido de carbonatos (calcio y magnesio)

y ademas escaso contenido de hierro.

1.2.1.2 Sal

La sal actia como preservante por su efecto osmoético y deshidratante,
impide la actividad microbiana y diastasica, ademas actia como elemento
toxico para una gran mayoria de microorganismos. La concentracion
salina necesaria para impedir el crecimiento microbiano depende del pH,
del contenido acuoso, tipo de microorganismos, temperatura, composicion

guimica del sustrato y de la presencia de otras sustancias inhibidoras. La
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concentracion de sal en la fase acuosa es el aspecto mas importante. Lo
normal es que los microorganismos sean inhibidos por 3 a 10% de
concentracion de sal. Los bacilos mesofilos gram- negativos y los
psicrofilos  son inhibidos por soluciones de 4 a 10% de concentracion

salina (Banwart, 1982).

Debe evitarse la utilizacion de sal con gran contenido de calcio,
magnesio y hierro. Los dos primeros originan sabores amargos y
endurecimientos extremos de los tejidos de los productos, impidiendo su

textura suave caracteristica. El hierro puede ocasionar cambios de color.

1.2.1.3 Soda céustica

Se presenta en su estado sélido, granulado y escamoso de  color
blanco. Debido a su tendencia de absorber humedad del ambiente
conviene que el transporte y almacenamiento se realice en envases de
material aislante y herméticamente cerrados. Ataca fuertemente al
aluminio y al estafio, y es dafiino para la piel. Su manipuleo debe hacerse
con guantes de goma y si es posible con mascaras. El uso del hidroxido
de sodio en alimentos incluye el lavado y pelado de productos vegetales,
en el procesamiento de aceituna verde al estilo espafiol, o para su

transformacién en aceituna negra.
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1.2.1.4 Acido acético

Es hidrosoluble y posee un pk de 4,76. Las principales razones para el
uso del acido acético en la preservacion de los alimentos estriban en su
bajo costo, su abundancia y su reducida toxicidad. El efecto inhibidor de
éste acido sobre los microorganismos es superior a lo que se podria
obtener en base a su pH exclusivamente comparado con otros acidos. El
acido acético es empleado desde hace cientos de afios como ingrediente
y condimento natural de la alimentacion. Las prescripciones existentes en
algunos paises sobre vinagre y acido acético se refieren a la diferencia
entre vinagre de fermentacion y &cido acético sintético. No existen
diferencias toxicologicas entre el vinagre natural y el vinagre sintético

(Liick, 1981).

1.2.1.5 Acido lactico

Es un constituyente natural de varios alimentos y es formado por
bacterias del 4cido lactico. Segun sea el sustrato y los microorganismos,
el &cido lactico se cataloga como provisto de cualidades antimicrobianas
muy buenas, regulares o malas (Banwart, 1982). En la industria de
alimentos se usa para regular el pH, para extender la vida util del
producto, mantener y mejorar el color de alimentos, extender la vida Uutil

del producto, mantener y mejorar el color de los alimentos.
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1.2.2 Principales operaciones en el procesamiento de la aceituna
verde al estilo espafol
Los procedimientos para la elaboracion industrial de la aceituna verde
al estilo espafiol varian considerablemente en cuanto a ciertos detalles,

pero el proceso fundamental es esencialmente el mismo.

1.2.2.1 Recoleccion

Las aceitunas del tipo verde, destinada a la preparacion como estilo
espafiol, se recolectan cuando el fruto ha alcanzado un color verde-
amarillo pajizo, y al cortarlo transversalmente alrededor de su
circunferencia mayor libera limpiamente el hueso al someterlo a una ligera
torsion con los dedos. Si la superficie del mismo presenta algo mas que
un ligero tinte rosado, aun cuando en determinadas variedades no afecte
al color del producto final aderezado, indica claramente que se ha
sobrepasado él oOptimo de madurez con el consiguiente riesgo de
encontrar deficiencias de textura en la elaboracion (Fernandez y Colbs,

1985).

La fruta en su mayoria se recoge a mano, siendo el mejor sistema el

de ordefio, donde el obrero desde el suelo o desde escaleras apropiadas
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al tamafio de los arboles, toma el fruto uno a uno y lo deposita en un

recipiente apropiado que lleva colgado sobre el pecho.

1.2.2.2 Tratamiento con lejia

La operacion fundamental en el aderezo de aceitunas verdes, estilo
espanol, es indudablemente el “cocido” de los frutos, esto es, su
tratamiento con solucion diluida de sosa caustica. El principal objetivo del
cocido es la eliminacion del glucésido fendlico amargo oleuropeina. Este
tratamiento con lejia ejerce una accibn muy compleja sobre los frutos,
siendo su consecuencia mas importante favorecer el posterior desarrollo

de una fermentacion eminentemente lactica (Borbolla y Alcala, 1979).

Es necesario que la penetracion de la soda sea a una profundidad de
Y% a ¥ del espesor del pericarpio, de manera que se retenga una parte
del sabor amargo y suficientes carbohidratos para la fermentacion
subsiguiente. ElI progreso de la lejia se observa con fenolftaleina que se
aplica a la superficie de las aceitunas cortadas. La concentracion de lejia
varia de 1,8 % a 2,5%, esto dependiendo de la temperatura, madurez,
textura y tamafio de la aceituna. La velocidad de penetracion se
incrementa con la temperatura; cuando supera los 28 °C tiende a

ampollar y a reblandecer las aceitunas (Desrosier, 1986).
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1.2.2.3 Lavados

El lavado es la operacion complementaria del “cocido”, siendo su
principal objetivo la eliminacion de parte de la lejia que permanece
adherida a la superficie de los frutos y una parte al menos de la que
penetrd en su interior. Otro objetivo de gran importancia es la eliminacion
parcial del amargor caracteristico, continudndose durante éste proceso la
transformaciéon de alguno de los componentes de las aceitunas, asi como
la eliminacion de los originalmente solubles y de los solubilizados durante

el cocido (Borbolla y Alcala, 1978).

El lavado largo y enérgico elimina, las dltimas trazas de amargor y casi
toda la lejia, lo que facilita lo consecutivo de bajos valores de pH durante
la fermentacion. Sin embargo también se eliminan componentes solubles
de las aceitunas como los azlcares y otras materias que son de gran
importancia, en la fermentacion posterior por los Lactobacillus. Cuando
las aceitunas se lavan menos de lo conveniente, permanecen amargas
durante mucho tiempo, quedando excesiva cantidad de lejia en los frutos
lo que dificulta la consecucion de valores de pH para una buena

conservacion (Cruess, 1978).
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1.2.2.4 Colocacién en salmuera

Una vez terminado el proceso de lavado se procede a la colocaciéon de
la salmuera. En uno y otro caso, por muy bien que se realice el escurrido,
dada la gran masa de aceitunas, siempre habra en el fondo acumulacién
de agua de lavado por decantacion o porque fue arrastrada por la
salmuera. Para evitar éste peligro, es necesario eliminar el 5% del
volumen de la salmuera de dichos fondos a las 24 horas de afiadida

(Fernandez Diez y Colbs, 1985).

La salmuera, en el momento de afiadirsela a las aceitunas
Gnicamente esta constituida por cloruro sodico. Sin embargo con mayor o
menor rapidez, se transforma por causa de los fenbmenos osmdticos, a
un medio de cultivo rico a costa de los componentes que tiene el fruto. La
velocidad de estas transformaciones dependera de una serie de factores,
como variedad de la aceituna empleada, tratamiento utilizado, proporcién
fruto/salmuera, concentracion de la propia salmuera (Fernandez Diez y

Colbs, 1985).

La salmuera ejerce en el proceso de aderezo diversas funciones. Entre

ellas: extraccion de parte del jugo celular de las aceitunas y consiguiente

transformacién de las mismas en un verdadero medio de cultivo apto para
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el desarrollo de los microorganismos de la fermentacion; evita el
crecimiento de gérmenes perjudiciales; contribuye al sabor y a la

consistencia del fruto fermentado (Borbolla y Alcala, 1975).

La concentracion de la salmuera empleada tiene importancia
excepcional. Salmueras de concentracion elevada pueden producir
arrugado de los frutos, y dificultar el buen crecimiento de los lactobacilos.
En cambio si las salmueras no tienen la concentracion adecuada pueden
desarrollarse gérmenes perjudiciales y alterar la fermentacién. Las
concentraciones de sal utilizadas varian de acuerdo a la zona, desde 6 a

12 grados Baumé, algunas veces acidulada con acido acético.

1.2.2.5 Fermentacion

Las aceitunas fermentadas (espafiolas, griegas o sicilianas) se
obtienen con la ayuda de la flora natural de las aceitunas que se
componen de diversas bacterias, levaduras y mohos. La fermentacion de
las aceitunas es bastante similar a la del sauerkraut, excepto en que es

mas lenta, e implica un tratamiento con lejia (Jay, 1978).

La fermentacién de aceituna por el método tradicional se divide en tres

etapas bien definidas, que se caracteriza por un desarrollo diferente de la
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poblacibn microbiana, consecuentemente por un cambio de las

caracteristicas fisicoquimicas de la salmuera (Fernandez Diez y Colbs,

1985).

a)

Primera etapa: Considerada de fundamental importancia, porque
en el transcurso de la misma, la salmuera afadida al inicio se
convierte en un medio de cultivo apto para el desarrollo de los

microorganismos (Gonzales Cancho, 1975).

Los bacilos Gram negativos se consideran los mas
caracteristicos e importantes por el desarrollo que experimentan en
ésta fase. En general se trata de gérmenes poco exigentes en sus
necesidades nutritivas, por lo que pueden crecer en medios de
cultivos relativamente sencillos y con elevado pH (Fernandez Diez

y Colbs, 1985).

La importancia que tienen los bacilos gram negativos en éste

proceso fermentativo se puede basar en lo siguiente:

- Su presencia es constante en las dos primeras fases de la

fermentacion.
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- Algunas especies forman anhidrido carbénico e hidrogeno en
su metabolismo, pueden producir la alteracion conocida con el

nombre de “alambrado”.

Entre las bacterias cocaceas, los géneros que pueden tener
mayor incidencia en éste proceso fermentativo corresponden a
Pediococus y Leuconostoc, bacterias lacticas tolerantes a cantidades
relativamente pequefias de acido lactico. Su presencia en la
fermentacion se puede considerar normal, y juntamente con los
bacilos gram negativos, descienden el pH de la salmuera a valores
adecuados para el posterior desarrollo de los Lactobacillus. El
género mas representativo es el Leuconostoc, principalmente el L.
mesenteroide, que es una bacteria heterofermentativa (Muller, 1981).

Las bacterias heterofermentativas originan como producto de la
fermentacion un 50% de &cido lactico, un 30% de acido acético o
etanol y un 17% de CO,.Como las especies heterofermentativas no
sintetizan ni aldolasa ni triosa fosfato isomerasa, no pueden llevar a
cabo la degradacion preliminar de los azucares siguiendo la recta de
la fructosabifosfato, como hacen las bacterias homofermentativas.
Esta primera etapa concluye cuando comienza el fuerte desarrollo de

los lactobacilos.
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b)

Segunda etapa: ElI segundo periodo comprende la completa
desaparicion de los bacilos gram negativos, la salmuera en
condiciones normales de fermentacion alcanza valores de pH
alrededor de 4,5 unidades (De la Borbolla y Alcala y Gonzales

Cancho, 1975).

Las bacterias lacticas Cocéaceas, Pediococcus y Leuconostoc,
gue pueden desarrollarse al principio de ésta fase, disminuyen
también debido a su competencia con los lactobacilos (Fernandez

Diez y Colbs, 1985).

El gran desarrollo de lactobacilos en ésta fase, incrementa la
produccion de &cido, ocasionando el descenso del pH, sin que
exista una verdadera correlacién entre éste descenso y la acidez
producida debida a la salida de sales organicas de la aceituna a la
salmuera, proceso que no se completa hasta los 20-25 dias. Dentro
de los lactobacilos que tienen mayor incidencia en la fermentacion
corresponde al Lactobacillus plantarum. El 95% corresponden a ésta
especie, el 10% al L. delbbreucki, ambas especies lacticas

homofermentativas (Fernandez Diez Y Colbs, 1985).
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b) Tercera etapa: En ésta fase de la fermentacién contindan
desarrollandose los lactobacilos en abundancia, siendo los Unicos
microorganismos que deben dominar en la poblacién bacteriana.
Como consecuencia de éste crecimiento, la acidez sigue
aumentando mas o menos rapidamente, hasta que cesa la
produccion de acido por agotamiento de la materia fermentable. En
ésta etapa se da por concluida la fermentacidbn de aceituna,
durante ésta fase el pH llega y se estabiliza a 4 unidades o0 menos

(Fernandez Diez y Colbs, 1985).

La temperatura, la concentracion de sal y la exclusion de aire, son
los principales factores que influencian el curso de la fermentacion
especialmente las condiciones de anaerobiosis. La temperatura
optima de fermentacion oscila entre 25 °C y 28°C, aunque a
temperaturas de 15°C da lugar a una fermentacion lenta con
retraso apreciable en su iniciaciéon, pero, que alcanza finalmente los
mismos valores de acidez libre que los testigos mantenidos a 25°
C. Para temperaturas tan bajas como 5-7°C, no se aprecia
desarrollo después de un largo periodo de mantenimiento por mas

de 200 dias (Fernandez Diez y Colbs, 1985).
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El control de la marcha de la fermentacion se realiza la
determinacién, a intervalos regulares, de ciertas caracteristicas

guimicas y fisicogquimicas como son:

* Acidez libre y pH, como maximos exponentes de la marcha de la

fermentacion.

* Acidez combinada, por su estrecha correlacion con las anteriores
caracteristicas y por informacion que suministra sobre la forma en
gue se han realizado las operaciones de cocido y lavados.

* Azucares reductores, al principio por su indicacion del grado de
acidez que se puede alcanzar y al final para saber si ha terminado la

fermentacion.

* Concentracion de sal, por su influencia en la marcha de la
fermentacion, al incidir en el desarrollo de los Lactobacilos y en la

inhibicidon de ciertas alteraciones en la cuarta fase.

En la figura 3 se muestra la marcha de la fermentacion de

aceituna verde al estilo espafiol evaluando el pH y la acidez libre

expresada en porcentaje de acido lactico, ya que éstos son los
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indicadores de la marcha de la fermentaciéon. También se observa la

curva de la concentracion salina y sus respectivos remontajes, por la

importancia que tiene en el desarrollo de los lactobacilos.
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Figura 3.Evolucién de la fermentacion de la aceituna verde al estilo espafiol
Fuente: Miranda (2010)

1.2.3 Principales alteraciones microbianas en la fermentacion de

aceituna verde al estilo sevillano

El proceso de fermentacidbn de aceitunas verdes es tipicamente

fermentativo, si este no sigue su curso normal se pueden desarrollar otros

microorganismos que provoquen ciertas alteraciones.
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a)

Alambrado: Conocido también como “fish eye”. Su caracteristica
principal es la formacién de fisuras directamente bajo la piel de
aceituna. Se trata de una fermentacion caracteristica de la primera
fase debida a la accion de los bacilos gram-negativos productores
de anhidrido carbonico e hidrogeno, tenemos a los géneros
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiela, Escherrichia y Aeromonas

(West y Colbs, 1941)

b) Fermentaciones putridas: La caracteristica principal de esta

alteracion es el olor desagradable que presenta la salmuera y el
sabor que adquieren las aceitunas, que recuerda al de la materia
organica en descomposicién. Esta fermentacion se produce, por el
desarrollo de bacterias de forma bacilar que pertenecen al género
Clostridium. Son microorganismos que forman endosporas,
anaerobios estrictos, por lo que su desarrollo tiene lugar en el

fondo de los fermentadores.

Fermentaciones butiricas: Esta alteracibn se produce con

frecuencia durante las dos primeras fases de fermentacion donde

los azucares y las demas materias fermentables son muy
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abundantes. La caracteristica de ésta fermentacion es un olor a
manteca rancia, a medida que avanza la alteraciéon, el olor se
asemeja a las fermentaciones putridas .Esta fermentacion se

debe a la presencia de diferentes especies del genero Clostridium.

d) Zapateria: Se caracteriza ésta fermentacién porque comunica a
la aceituna un sabor y olor desagradable. Los responsables de ésta
alteracion se deben generalmente a bacterias que pertenecen a los

géneros Clostridium y Propionibacterium.

Las especies de microorganismos del genero Clostridium vy
Propionibacterium causantes de las alteraciones putridas, butiricas y
zapateria son: Clostridium spordgenes, Clostridium lituseburense,
Clostridium limosum, Clostridium aerofoetidum, Clostridium nauseum,
Propionibacterium  jensenii,  Propionibacterium  acidi-propionioi,
Propionibacterium s.p. (Gonzales Cancho y colaboradores, 1973,

1980).

1.3 Bacterias lacticas

Normalmente se les considera como un grupo de bacterias que se

caracterizan por una gran produccién de acido lactico. La proporcién
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elevada de &cido lactico en los productos de fermentacion anaerobia de
los azucares trasforman lactosa en &cidos lactico, es el principal caracter
bioquimico que justifica la integracion dentro de un mismo grupo de
bacterias que presentan grandes diferencias en su morfologia (Orla-

Jansen citado por Alais - 1995).

Algunas bacterias lacticas atraviesan el tracto intestinal a pesar de la
acidez gastrica y la toxicidad de la bilis, esto es fundamental para poder
ofrecer cualquier beneficio bioldégico a nuestro cuerpo. Las bacterias
lacticas se han empleado para fermentar o crear cultivos de alimentos
durante al menos 4 milenios. Su uso mas corriente se ha aplicado en todo
el mundo a los productos lacteos, como el yogurt, el queso, la mantequilla,
la crema de leche y a los vegetales fermentados como las aceitunas,
encurtidos, sauerkraut, etc. EI microorganismo encargado de la

fermentacion de aceitunas es el Lactobacillus plantarum (Alais, 1995).

1.3.1 Genero Lactobacillus

Los lactobacilos, segun los productos de fermentacién de azucar, se

dividen en dos grupos.

a) Homofermentativo: Convierte completamente el azicar fermentado
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en acido lactico. Para la degradacion de los azucares utiliza la ruta de
Embden —Meyerhof de la glucdlisis en la fermentacion del acido lactico, la
via en su totalidad es Homolactica porque el Unico producto final que se

forma es acido lactico, no existe produccion de CO».

b) Heterofermentativo: Este grupo heterofermentativo esta constituido
por formas que producen principalmente el &cido lactico y ademas
cantidades importantes de otros productos como biéxido de carbono,
etanol, acido acético, diacetilo, etc. Para la degradacién de los azlcares

utiliza la ruta de las pentosas fosfatos o de las hexosas fosfatos.

1.3.2 Caracteristicas generales de los lactobacilos

Los lactobacilos son barra-formados, gram-positivo, catalasa negativa
fermentante, su metabolismo es aerotolerante, su crecimiento 6ptimo se
alcanza en condiciones microaerofilicas o anaerdébicas, resiste bien a pH
acidos (hasta pH de 3,5).Son rectos, aunque pueden presentar formas
espirales o cocobacilares bajo ciertas condiciones. Los lactobacilos se
clasifican como bacterias del acido lactico, y derivan casi toda su energia
de la conversion de la glucosa al lactato durante la fermentacion
homoléactica. En este 85-90% de proceso del azucar utilizado se convierte

al acido lactico. Tienen un tiempo de generacion el extenderse a partir de
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25 minutos a varios cientos de minutos, y crecen 6ptimos entre las
temperaturas de 30 y 40 grados centigrados, aunque las tensiones
termofilicas pueden ser cobmodas en las temperaturas de hasta 45 grados
centigrados. También se asocian comunmente al aparato gastrointestinal

de animales y de seres humanos.

1.3.3 Lactobacillus plantarum

El Lactobacillus plantarum es un miembro extenso del género
lactobacilo, encontrado comunmente en el sauerkraut, las salmueras, las
aceitunas curadas en salmuera, etc. Este microorganismo es
homofermentativo que no forma gas. Son bacilos cortos inmaoviles, miden
0,8 — 1,0 x 3 — 8 py se encuentran aislados o en cadenas cortas. Son
gram-positivos, muy resistentes a la sal comun, que solo se inhibe a una
concentracion superior al 12%, crece en 15 ° C pero no en 45°C, Su
temperatura Optima se encuentra entre 28 °C y 30°C. Durante la
fermentacién produce ambos isémeros del &cido lactico (D y L) (Mdller,
1981). La produccion de acido lactico hace que su ambiente sea acido, lo
cual inhibe el desarrollo de bacterias dafiinas para la salud. Algunas
especies de Lactobacillus son usadas industrialmente para la produccion
de yogur y otros alimentos fermentados como la aceituna. En la figura 4,

se muestra al L. plantarum.
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Figura 4.Lactobacillus plantarum
Fuente: Pro-microbe (2009)

1.3.4 Clasificacién cientifica del Lactobacillus plantarum

Segun Bergey 1923,

plantarum es la siguiente:

e Reino

e Division
e Clase

e Orden

e Familia

e Género

e Especie

la clasificacion cientifica del

Bacterias
Firmicutes
Bacilos
Lactobacillales
Lactobacillaceae
Lactobacillus

Lactobacillus plantarum
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1.4 Papel de las bacterias lacticas en la fermentacion de la aceituna

de mesa

Las bacterias lacticas en la fermentacion de aceitunas son ventajosas.
Sin embargo, en la actualidad, todos los tipos de procesos fermentativos
de aceituna de mesa son todavia espontaneos. En general el control de
las condiciones fisicoquimicas es a veces suficiente para conseguir un
producto adecuado. El alcance de crecimiento de bacterias lacticas, sin
embargo, depende de las condiciones de fermentacion y las restricciones

impuestas por la composicion de la aceituna.

Afortunadamente, las bacterias Ilacticas y especialmente el
Lactobacillus plantarum, pueden crecer y producir acido lactico hasta en

8%(w/v) de NaCl, resisten pH y acidez (Noureddine, 1998).

La tolerancia a estas condiciones se representa en la inhibicion de
bacterias gram-negativas y otros organismos anaerobios que pueden
ocasionar alteracion fétida en la salmuera. Las bacterias lacticas juegan
un papel importante produciendo el acido necesario para el almacenaje
oOptimo del producto y, comunmente éste microorganismo termina la

fermentacion.
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1.5 Utilizacion de cultivos lacticos en la fermentacion de aceitunas
En distintos procesos fermentativos se incluyen como una etapa

fundamental de los mismos, la inoculacion de la materia prima con

cultivos iniciadores de organismos idéneos para dirigir la fermentacion.

(Fernandez Diez y Colbs, 1985).

En una fermentacion espontanea modelo, las bacterias lacticas, los
lactobacilos, llegan a ser la flora predominante al final del proceso, pero el
desarrollo de una fermentacion de éste tipo es imposible de predecir
debido a una serie de factores internos y externos como: el tipo de fruto,
porque condiciona la disponibilidad de nutrientes necesarios, el proceso
utilizado, la climatologia, tanto durante el crecimiento del fruto como
durante la fermentacion, y la flora bacteriana presente inicialmente en el
fruto. Todos estos factores permiten asegurar que el uso del cultivo, si
bien no estrictamente necesario en las condiciones de fermentacion va a
permitir “conducir”, pasando de ésta manera a ser un proceso espontaneo
e incontrolado a ser un proceso dirigido y controlable (Roig y Hernandez,

1991).

En una fermentacion por inoculacion de Lactobacillus plantarum se

acorta la primera y segunda fase de fermentacion natural, siendo ésta
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eminentemente lactica de inicio a fin, disminuyendo el riesgo de que se
produzcan alteraciones. Para determinar las condiciones o6ptimas, Ruiz
Barba y Rufino Jiménez Dias en un trabajo de investigacion realizado en
el Departamento de Biotecnologia de los Alimentos, instituto de la grasa
(Sevilla, 2001), para la implantacion correcta del cultivo iniciador
recomiendan evaluar las variables como el pH inicial de las salmueras y
el acido utilizado para bajarlo, la concentracién de cloruro de sodio de las

mismas, la concentraciéon del in6culo.

La cantidad necesaria para garantizar una poblacién inicial minima de
lactobacilos, al comienzo de la fermentaciéon de la aceituna es superior a
10°cel/ml de salmuera. El momento idéneo de adicién es después de
afadir las aceitunas al fermentador o incluso un dia o dos en caso de que

no se afiada un suplemento nutritivo (Roig y Hernandez, 1991).

Las condiciones fisicoquimicas iniciales de las salmueras de
fermentacién constituyen un conjunto de variables muy importantes a
tener en cuenta para una implantacién correcta del cultivo iniciador.
Puesto que la fermentacion de aceitunas verdes al estilo espafiol es un
proceso abierto en el que no se puede esterilizar el material de partida

(Ruiz y Jiménez, 2001).
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Entre las ventajas que pueden obtenerse mediante el uso de
microorganismos, cabe destacar las siguientes: obtener un producto
uniforme, reduce el tiempo de fermentacion, disminuir la concentracion
salina y asegura una fermentacion lactica de principio a fin reduciendo la
probabilidad de que se manifieste una fermentacion indeseable. Entre los
inconvenientes de su uso cabe destacar el ligero incremento del costo y el
mayor control que debe tenerse sobre el proceso, a fin de garantizar la

correcta utilizacion del cultivo (Roig y Hernandez, 1991).

1.6 Parametros en la fermentacion de aceitunas verdes al estilo
espaiiol

1.6.1 Acidez Libre

Es un concepto que indica el contenido de acidos grasos organicos
libres de combinacién con la soda residual presente en la salmuera,
siempre que se haya establecido el equilibrio aceituna -salmuera en una
muestra de aceituna. La acidez libre se expresa en funciéon al acido
predominante, en éste caso la fermentacion de aceitunas es
eminentemente lactica. Segun Heid y Joslyn (1967) un acido es una

sustancia capaz de ceder iones hidrogeno (H*) en soluciones acuosas.
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1.6.2 Acidez combinada

Es un concepto que indica la cantidad de i6bnes H* combinado con los
ibnes OH" provenientes de la soda residual. La acidez combinada
suministra informacion sobre la forma en que se han realizado las
operaciones de cocido y lavados. Se deben manejar valores inferiores de

0,140 N de acidez combinada.

1.6.3 pH

El pH es el logaritmo negativo de la concentracion del ion hidrégeno,
es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion. La escala de pH
tipicamente va de 0 a 14 en disolucion acuosa, siendo acidas las
disoluciones con pH menores a 7(el valor del exponente de la
concentracion es mayor, porque hay mas iones en la disolucion) vy
alcalinas las que tienen pH mayores a 7. El pH = 7 indica la neutralidad
de la disolucion (cuando el disolvente es agua). EI pH es un factor que
determinan la supervivencia y el crecimiento de microorganismos durante
el procesado, el almacenaje y la distribucion. Como el efecto de algunos
otros factores depende en parte del pH, es a veces dificil separar el efecto
del pH por si mismo y el de otros factores influidos por el pH. La
determinacién del pH es uno de los procedimientos analiticos mas

importantes y mas usados en ciencias tanto como quimica, bioquimica.
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1.6.4 Fermentacion controlada

La fermentacion controlada consiste en no esperar a que la microbiota
natural contamine los alimentos y se multiplique en ellos, sino en afadir
cultivos controlados, A este grupo de microorganismos se les conoce
técnicamente como microorganismos “estarter”. Exentos de patdégenos y
de microorganismos extrafios que perjudiquen a este proceso biolégico
natural. De esta forma se consigue un producto homogéneo, seguro y

estable (Rodriguez, 2005).

1.6.5 Fermentacion acido-lactica

La fermentacion acido lactica es aquella que se lleva a cabo por las
bacterias &cido lacticas cuya actividad se desarrolla en ausencia de
oxigeno (anaerobiosis), y se manifiesta en la transformacion de los
azucares presentes en el vegetal, en acido lactico, etanol y diéxido de

carbono. (Castillo, 2004).

1.7 Metodologia de superficie de respuesta (MSR)

Es una técnica que ha sido aplicada con éxito en trabajos cientificos de

analisis y en la optimizacién de procesos alimenticios, y consiste en un
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grupo de procedimientos matematicos y estadisticos que son usados para
estudiar la relacién entre una o mas respuestas (variable dependiente) y
un numero de factores (variables independiente).Usando esta técnica
para los ensayos experimentales, es posible estimar los efectos
principales de las variables en la respuesta o0 variable

dependiente.(Catarina, 2008).

1.7.1 Disefio Box-Behnken

Estos disefios se forman combinando factoriales 2k con disefios de

bloques incompletos. Los disefios resultantes suelen ser mas eficientes
en términos del nimero de corridas requerido. Ademas, son rotables (o

casi rotables) y hace la estimacién de los coeficiente de primer y segundo

orden mas eficiente. (Catarina, 2008).

1.7.2 Optimizacién

Los métodos de optimizacion dependen de la relacion o modelo entre
los factores y la respuesta; si es una relacion definida en forma
mecanistica se tienen métodos analiticos, si esta definida casuisticamente
se tienen métodos estadisticos. En el caso que la funcion sea casuistica
(aproximada) se aplican los métodos de optimizacién estadistica tales

como el gréfico convencional, el grafico mejorado, la funcién deseada y el

38



procedimiento de respuesta de superficie extendida. EI método de la
funcién deseada es una técnica analitica desarrollada para la optimizacion
de sistemas de multiples factores y multiples respuestas. Cada respuesta

(yn) se estandariza en funciones deseadas dn del tipo:

d.ll' — 'liljh' |: .1| I?i }

y el valor de dn incrementa de 0 (minimo) a 1 (maximo) cuando la
respuesta asociada se aumenta. Un alto valor de d indica las mejores
funciones deseadas del sistema, lo que se traduce en soluciones Optimas

de dicho sistema (Aguirre ,2005).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de ejecucion

El presente trabajo fue realizado en las instalaciones de la Empresa
Olivicola  SILPAY, ubicada en la ciudad de Tacna. Los analisis
fisicoquimicos, microbiolégicos y sensoriales, se desarrollaron en los
Laboratorios de la Facultad de Ingenieria en Industrias Alimentarias de la

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

2.2 Materia prima e insumos
2.2.1 Materia prima

Fueron utilizadas aceitunas verde de la variedad Sevillana (Olea
europea sativa Hoffg, Link) con madurez 6ptima para el procesamiento

de aceituna verde al estilo espafiol, procedentes de La Yarada.

2.2.2 Insumos
Los insumos utilizados para el procesamiento de aceituna verde al
estilo espafiol, mediante una fermentaciébn por inoculacion de

Lactobacillus fueron los siguientes:



- Cultivo lactico: Cultivo EPSA: 1000520102EP, liofilizado de cepa
mixta de Lactobacillus plantarum RJL2 vy Lactobacillus plantarum
RJL3. Las especificaciones del cultivo lactico utilizado se muestra
en el anexo 1.

- Agua: Se utiliz6 agua potable de la red publica, el cual se
almacend en tanques de fibra de vidrio, luego se clor6 con 80 ml
de clorex comercial por cada 1000 | de agua.

- Sal: Se utilizo sal industrial en grano, producida por EMSAL con un
99% de pureza.

- Soda caustica: Se utilizd6 soda en microperlas, producida por
Solvay (Francia) con un 99% de pureza.

- Acido acético: Se us6 el 4cido acético glacial de 99% de pureza,
producida por Dan quimica (Ecuador).

- Cloro: Se utilizé la marca Clorox que tiene 5% de cloro activo.

2.3 Materiales y Equipos

2.3.1 Materiales utilizados para el proceso

- Tanques de fibra de vidrio: Se utilizd6 tanques de 70 kg de
capacidad, son tanques cerrados con una tapa provista de una

rejilla con abertura en la parte superior en el centro que sirve para
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2.3.2

realizar los requeridos de salmuera y la evacuacion de los gases
producidos por la misma fermentacion (ver anexo 2, figura a).
Tanques de preparacion de soluciones: Son tanques abiertos de
fibora de vidrio de 500 litros de capacidad, se utiliza para la
preparacion de soluciones de soda y salmuera (ver anexo 2, figura
b).

Bomba de agua: Se utiliza para el manejo de soluciones como la
soda, agua, salmuera. Modelo FMI- 1L serie 87123555 potencia 0,5
HP, caudal 100 I/min (ver anexo 2, figura c)).

Balanza: Balanza electrénica (ver anexo 2, figura d)).

Equipos de laboratorio

Balanza analitica; marca METLER AS 150+ 0,1 mg de
sensibilidad.

Centrifuga analitica; Marca Fanem, Hungary, tipo LSZ-49 ILZ,
3000pm, 0,4 Kw.

Cocina eléctrica (themolynetype) 2200-USA

Estufa; marca Memmert, rango de temperatura 0-20 °C.

Equipo extractor de grasa Soxhlet, de seis hornillas, LABINE.
pH-metro digital; marca Corning PS-32 rango 0,00-14 unidades,

fabricacién canadiense.
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- Densimetro de 0 a 10° Baumé; marca Ambrus N° 3114, fabricacion
chilena

- Mufla; marca Thermolyne Type 1500, rango de temperatura O-
1200 °C

- Autoclave con termometro y mandémetro, WS2-84-64, serie 1411

- Incubadora; marca MEMMERT, Temperatura de 0-70 °C

- Bafio Maria; marca J.P.Slecta SA. Temperatura 0-100 °C

- Refrigeradora; marca Faeda, de ¥4 Hp, termostato doble funcion.

- Contador de colonias

- Jarra de anaerobiosis

- Espectrofotometro UV

2.3.3 Reactivos

- Eter de petroleo

- Sulfato de potasio

- Sulfato de cobre (Il) pentahidratado

- Acido sulfurico concentrado

- Hidroxido sodio

- Acido borico

- Indicadores fenolftaleina, rojo de metilo y azul de bromotimol.

- Acido acético glacial
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234

Agua peptonada

Agar rogosa SL (CONAN)
Agar patata

Agar VRBA

Agua destilada

* Todos los reactivos usados fueron de pureza analitica

Materiales de laboratorio

Picetas de agua destilada

Pipetas volumétricas de 0,5 — 10 ml
Probetas de 50 ml — 200 ml
TermOmetro de mercurio de -15° C a 150 °C
Tubos de ensayo

Baguetas

Papel filtro

Mechero de alcohol

Mechero Bunsen

Material para evaluacién sensorial
Vasos precipitados

Placas Petri

Laminas portaobjeto
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2.4 Metodologia
2.4.1 Analisis de la materia prima
Se realizé andlisis fisicos y quimicos a la aceituna verde (Olea europea

sativa Hoffg, Link) variedad Sevillana.

- Indice de Madurez (Segin NTP 209.098:2005)

- Tamafo de la aceituna, (Norma de Codex Alimentarius, 1981)

- Relacién pulpa — hueso (Método de Loussert y Brousse)

- Determinaciéon del pH, Método potenciométrico. (Federacion
Internacional de Producteurs de Jus de Fruits, 1968)

- Andlisis proximal a la aceituna

El analisis proximal se realizé en muestras por duplicado, siendo los

siguientes:

- Humedad: Se determind en estufa a 105 °C hasta peso
constante (método por pérdida de peso) A.O.A.C. 1981.
- Proteinas: Fueron evaluadas por el método de micro destilador

Kjendahl de la A.O.A.C. (1981), utilizando el factor 6,25.
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- Materia grasa: La determinacion se realiz6 por el método
Soxhlet, segun las recomendaciones del método de la A.O.A.C.
(1981).

- Cenizas: Método por calcinacion segun las recomendaciones
del método de la A.O.AC. (1981).

- Carbohidratos: Método por diferencia, restando de 100 el
contenido de humedad, proteina, grasas y cenizas) A.O.A.C,

1981.

2.4.2 Analisis fisicoguimico de la salmuera en fermentacion
Durante el proceso de fermentacion se realizaron los siguientes
analisis para evaluar la marcha de la fermentacion.
- Evaluacion del pH, Método potenciométrico. (Federacion
Internacional de Producteurs de Jus de Fruits, 1968)
- Acidez Libre, Método por titulacion con hidréxido de sodio 0,1 N.
(Federacion Internacional de Producteurs de Jus de Fruits, 1968).
- Determinacibn de la acidez combinada  (Valoracion
potenciométrica)
- Determinacion de azucares reductores (Método de Somoggy-
Nelson)

- Determinacion de NaCl de la salmuera (Método densimétrico)
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2.4.3 lIdentificacion y caracterizacion del cultivo lactico utilizado

Al final del proceso de fermentacion se tomé una muestra de salmuera
del tanque en el que se obtuvo los mejores resultados de fermentacion
dsegun la investigacion y se procedié a realizar una siembra en placa
utilizando como medio de cultivo al Agar Rogosa. Se selecciond las
placas que presentaban un recuento de de 30 a 300 colonias con
caracteristicas, tipicas del Lactobacillus, segun el método de recuento

(Moreno, B y Col., 2000).

Se aislaron colonias y se procedié a realizar la identificacion y

caracterizacion de la especie Lactobacillus plantarum.

- Morfologia y tinciobn por el método de Gram; se selecciond una
colonia caracteristica de lactobacilos y se realizé un frotis en un
portaobjeto y se procedid a tefiirlas en primer lugar con violeta de
genciana (durante tres minutos) y posteriormente se traté con
solucién de yodo (durante tres minutos). A continuacién se
decolor6 con alcohol-acetona (tres partes de alcohol y una de
acetona) se procedio a lavar con agua para luego agregar fuccina
basica o safranina (durante un minuto). Una vez fijada la muestra

se observo al microscopio.
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Prueba de la catalasa; se emulsiona una colonia en 0,5ml de una
solucién al 1% de tween 80 en un tubo con tapa rosca, se procedio
a afiadir 0,5 ml de perdxido de hidrogeno de 20 volumenes y se
tapa. Esta prueba se basa en la descomposicién del perdxido de
hidrégeno por la catalasa dando agua y oxigeno, manifestdndose
éste Ultimo por la aparicion de burbujas. Resultado negativo a ésta

prueba por la ausencia de produccion de burbujas.

Tolerancia al cloruro de sodio; la tolerancia de las bacterias a la sal,
se evalud en caldo MRS suplementado con 7 y 10 % de cloruro de
sodio, respectivamente. El medio preparado y previamente

esterilizado en autoclave, se incub6 durante 4 dias a 32 °C.

Tolerancia a pH de 3,9; el crecimiento del cultivo a pH 3,9 se
evalué en caldo MRS cuyo pH se ajusté a 3,9 con &cido clorhidrico
1 N. El medio preparado y previamente esterilizado en autoclave,

se incub6 durante 5 dias a 32 °C.

Prueba de fermentacién y asimilacion de la glucosa, maltosa
manitol, galactosa, lactosa y sacarosa; se realizd con el medio

base de fermentacion de azlcares. Se incuba las muestras a 32 °C
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durante cuatro dias. Para evaluar la produccion de CO; a partir de
la asimilacion de azulcares, se procedio introduciendo campanas
de Durham en tubos conteniendo el medio; también se pudo
observar mediante una cinta de pH el descenso del mismo debido

al consumo de los carbohidratos.

2.4.4 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial se realizo a los 90 dias de iniciada la
fermentacion, cuando las variables respuesta acidez libre y pH se
estabilizaron, es cuando se da por finalizada la fermentacion. Se realiza la
evaluacion sensorial para observar la diferencia significativa entre cada

tratamiento.

Se evaluaron el color, sabor y textura del producto terminado. Para ello
se sirvié pequefas porciones de aceituna fermentada y fueron evaluados
por panelistas seleccionados con conocimientos en el procesamiento de
aceituna verde al estilo espafiol, se aplicé el test Hedodnico,
respectivamente, de 1 a 9 puntos. Los resultados fueron analizados con el
programa Statistica 5.0. Los formatos empleados para evaluar el color,

sabor y textura, se muestran en los Anexos 3, 4 y 5 respectivamente.
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2.5 Disefio experimental

251

a)

b)

d)

Procedimiento activacion del cultivo Lactico Liofilizado

Salmuera madre: Para la activacion del cultivo lactico liofilizado se
utilizé como medio una salmuera madre en la primera etapa de
fermentacion (6 dias) siendo este un medio rico un azucares y
nutrientes necesarios para la activacion del cultivo liofilizado para

ser utilizado en la investigacion

Estandarizacion: Se procedié a estandarizar la salmuera madre a
niveles de concentracion de cloruro de sodio de 6 °Bé y a un pH de

5,5 unidades, utilizando el acido acético glacial de 99 % de pureza.

Acondicionamiento en frascos: Una vez estandarizada la salmuera
con las caracteristicas fisicoquimicas deseadas es que se procede
al acondicionamiento en frascos de vidrio utilizando 30 frascos
segun el disefio experimental con sus respectivas repeticiones, al

cual le afiadimos 500 ml de salmuera a cada frasco.

Pasteurizado: Se procede a la pasteurizacion sometiendo a los

frascos a una temperatura de 80 °C durante 15 minutos.
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e) Enfriado: enfriamos los frascos conteniendo la salmuera a 28 °C
para luego proceder a la adicion del cultivo lactico liofilizado
previamente pesado en una balanza analitica a cada uno de los
frascos codificados de acuerdo al delineamiento experimental,
siendo los niveles de 0,132, 0,22 y 0,308 (g/100 Kg de muestra de

aceituna).

f) Incubado: Segun las especificaciones del cultivo, el incubado se
realiz6 en una incubadora a una temperatura constante de 28 °C

durante 6 horas.

g) Inoculacién en tanques de fermentacion: Una vez activado el
cultivo lactico liofilizado se procede con mucho cuidado de no
contaminar el cultivo a la inoculaciéon en los tanques de aceituna
en estudio previamente acondicionados segun el disefio

experimental.

En la figura 5 se muestra el flujo de activacién del cultivo Lactico

liofilizado del Lactobacillus plantarum
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SALMUERA MADRE

Salmuera a 6°Be;

ESTANDARIZACION
pH a5>5
ACONDICIONAMIENTO en frascos
PASTEURIZADO )
N | ENFRIADO 78°C
Adicion del cultivo
Lactico liofilizado
INCUBADO 28°C X 6 hr

INOCULACION en tanques de
fermentacion

Figura 5. Activacion del cultivo Lactico Liofilizado de Lactobacillus plantarum
Fuente: Elaboracién propia (2008).



2.5.2 Procesamiento de aceitunas con cultivo lactico

Para el procesamiento de aceituna verde al estilo Espafiol se sigui6 el

flujo del disefio experimental mostrado en la Figura 6, el cual consistié de

las siguientes operaciones.

a)

b)

Materia prima: Para la realizacion de la investigacion se utilizo
aceituna verde variedad Sevillana (Olea europaea sativa, Hoffg, Link),
procedente de la Yarada, los frutos se cosecharon antes del envero,
cuando éste alcanz6 una coloracion verde amarillo pajizo (NTP
209.098:2006) y, al cortarlo transversalmente alrededor de su
circunferencia mayor, ésta libera limpiamente el hueso al someterlo a
una ligera torsion con los dedos. En el anexo 6 se muestra al fruto del

olivo variedad sevillana.

Recoleccion: La recoleccion se realiz6 a mano, por el método de
ordefio, colocando los frutos en capachos de fibra de vidrio de 5-8 kg
de capacidad, y luego son colocadas en jabas plasticas ranuradas de

24-26 kg de capacidad aproximada.

Recepcion y clasificacion: Una vez que llegé la aceituna del campo, se

procedié a pasarla por una maquina clasificadora con la finalidad de
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d)

f)

9)

tener un tamarno de muestra estdndar. Se utilizé el calibre 160-200

unidades por kilogramo de aceituna.

Pesado: Una vez obtenida la muestra de aceituna de tamafio estandar,
se procedid a pesar en una balanza electronica. Cada uno de los

experimentos tiene un peso de 70 kg netos de aceituna.

Acondicionamiento: Las muestras ya pesadas se acondicionaron en

sus respectivos tanques de procesamiento.

Tratamiento alcalino: Después que la aceituna fue puesta en los
tanques, previamente lavados y acondicionados, se afiadio la solucion
de NaOH al 2%, se esperé a que penetre en la aceituna a una
profundidad de % partes de la pulpa; la penetracion se controlo
visualmente realizando un corte longitudinal tangencial al hueso de la

aceituna.

Lavados: Los lavados se realizaron con agua potable previamente

clorada, éstos fueron enérgicos con la finalidad de eliminar la soda

adherida a la superficie de los frutos y una parte al menos de la que

54



h)

)

K)

penetro en su interior. Se realizaron 2 lavados; L1: lavado corto de 4

a 6 horasy seguidamente el L2: lavado prolongado de 12 a 14 horas.

Dosificacion de salmuera: Después del ultimo lavado se coloco la
salmuera preparada en los respectivos tanques. De acuerdo al
delineamiento experimental los niveles de concentracion de cloruro de
sodio fueron: 4°Be, 6°Be y 8°Be. En el anexo 7, se muestra la
conversion de grados Bé a Porcentaje % en la preparacion de la

solucion de salmuera utilizada en la investigacion.

Eliminacion de fondos alcalinos: Se elimina el 5% V/V del volumen

total de la salmuera al segundo dia de colocada la misma

Ajuste de pH: Se procedié a ajustar el pH de la salmuera con acido
acético de uso industrial. De acuerdo al delineamiento experimental

los niveles de pH son: 4; 55y 7.

Dosificacion de cultivo: La aceituna tratada anteriormente se inoculé
con el cultivo lactico activado. En la figura 5 se puede observar el flujo
de activacion del cultivo lactico. De acuerdo al delineamiento

experimental para la concentracion de cultivo se tomaron 3 niveles
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expresado en (g/100 kg de aceituna): 0,132; 0,22 y 0,308 que
corresponden al recuento en placa de 3,5x10% 24x10° y 43x10°

ufc/ml respectivamente.

Fermentacion: La fermentacion de aceitunas es una etapa muy
importante en las cuales se debe de controlar el pH y acidez libre, a fin
de hacer un seguimiento de la evolucion de la fermentacién en cada
uno de los tratamientos. A los 30 dias de fermentacion se realizé una
recirculacion de la salmuera y a la vez la correccion de la misma,
incrementando la concentracion de NaCl para llevar de nuevo a los
niveles establecidos segun el disefio. Se realiz6 un seguimiento de la

fermentacion durante 3 meses.

2.5.3 Disefo Experimental

Para estudiar los efectos de la concentracion NaCl (°Be), pH de

inoculacién y concentracion de cultivo (g/100 kg de aceituna) fue utilizado

el disefio de Box- Benken. Las variables fueron establecidas con tres

niveles codificados como -1, 0, +1. Los valores reales y amplitudes entre

niveles de cada variable que se muestran en el cuadro 3, fueron

establecidos en base del marco tedrico del presente trabajo.
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MATERIA PRIMA Aceitunas verdes

b J

RECOLECCION

h 4

RECEPCION

\ 4
ACONDICIONAMIENTO

\ 4
TRATAMIENTO
ALCALINO

Y

LAVADOS

h 4
X1: Salmuera NaCl ("Be)

4 6 8
|
v -
ELIMINACION DE
FONDOS ALCALINOS
¥

X2: Ajuste de pH

v v k4

4 6 8

X3: Cultivo (g/100 kg)

|+

Y v ¥
0,132 0,22 0,208
FERMENTACION Evaluacion del pH y acidez
4

Evaluacion fisicoguimica y

PRODUCTO OPTIMO )
sensorial

Figura 6. Flujograma experimental en el procesamiento de aceituna verde al estilo
espafiol con inoculacién de cultivo lactico.
Fuente: Elaboracion propia (2008)

57



Cuadro 3. Niveles de las variables independientes estudiadas en la

determinacion de los mejores parametros de proceso

Niveles de Variables

VARIABLES
-1 0 +1
X1: Concentraciéon de NaCl (°Bé€) 4 6 8
X2: pH inicial 4 55 7

X3: Concentracion de in6culo (g/ 100 Kg aceituna) 0,132 0,22 0,308
Fuente: Elaboracion propia (2008)

El disefio estadistico requiere de un minimo de 15 tratamientos: 12
factoriales (combinaciones entre los niveles -1, 0,+1) y 3 centrales (las
tres variables en el nivel 0). Los puntos centrales de los niveles sirven
para estimar el error experimental y determinar la precision de la ecuacion
polinomial. En el cuadro 4 se presentan los valores codificados del
delineamiento experimental central rotacional para 3 variables
independientes y 3 niveles de variacién. Las variables de respuesta (Y) o
variables dependientes estudiadas fueron el pH, acidez titulable, azlcares
reductores, porcentaje de aceituna con defectos de fermentacion y

analisis sensorial.

58



Cuadro 4. Delineamiento experimental factorial de Box Benken con
tres variables y tres niveles para el proceso de

fermentacién de aceituna verde al estilo espafiol

%1 X3
L, X2 Concentracion de
Ensayo  Concentracion pH inicial indculo (g/100kg de
de NacCl (°Bé) -

aceituna)
1 -1 (4,00) -1 (4,00) 0 (0,220)
2 +1(8,00) -1 (4,00) 0 (0,220)
3 -1 (4,00) +1(7,00) 0 (0,220)
4 +1(8,00) +1(7,00) 0 (0,220)
5 -1 (4,00) 0 (5,50) -1 (0,132)
6 +1(8,00) 0 (5,50) -1 (0,132)
7 -1 (4,00) 0 (5,50) +1(0,308)
8 +1(8,00) 0 (5,50) +1(0,308)
9 0 (6,00) -1 (4,00) -1 (0,132)
10 0 (6,00) +1(7,00) -1 (0,132)
11 0 (6,00) -1 (4,00) +1(0,308)
12 0 (6,00) +1(7,00) +1(0,308)
13 0 (6,00) 0 (5,50) 0 (0,220)
14 0 (6,00) 0 (5,50) 0 (0,220)
15 0 (6,00) 0 (5,50) 0 (0,220)

Fuente: Elaboracién propia (2008)

2.5.4 Procesamiento y analisis estadistico de datos

Para el andlisis de los efectos combinados de las variables
independiente (X1, X2, X3) en las respuestas evaluadas (Yi), se empled la
metodologia de superficie de respuesta, obtenida mediante el Software

Statistica 5.0 para windows. El promedio de los datos de cada uno de los
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15 experimentos para la variable respuesta fueron tratados por el analisis
de regresion multiple, para desarrollar un modelo matematico de primer o
segundo orden conteniendo términos lineales, cuadraticos y de
interaccion. El efecto significativo del modelo fue tratado por analisis de
varianza. En ella se observd el grado de significacion de la regresion y de
la falta de ajuste al 95 % de confianza, con la ayuda de la prueba de F, y
el analisis del coeficiente de determinacién (R?). El modelo para ser
considerado predictivo para describir determinada caracteristica en la
region analizada debe presentar regresion significativa al nivel del 95%
de confianza, falta de ajuste no significativo en el mismo nivel de

confianza y alto valor R? (mas préximo de 1 a 100).

Debe indicarse que de acuerdo a lo manifestado por Montgomery
(1991), para que la regresion sea no solamente estadisticamente
significativa, si no también util con fines predictivos, el valor Fc, es decir la
razon QM modelo / QM residuo debe ser mucho mayor que el valor
Ft.Para la obtencibn de la maxima respuesta de las variables
dependientes Yi), y para la optimizacion Mdltiple de Respuestas, utilizo el

Software DesignExpert 7.1 para Windows.
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CAPITULO lIl. HIPOTESIS E IDENTIFICACION DE VARIABLES

3.1 Formulacién de la hipotesis

Es posible optimizar la fermentaciéon de la aceituna verde en
salmuera al estilo espafol, mediante la inoculacién de un cultivo de

Lactobacillus plantarum

3.1.1 Hipotesis especificas

- Es posible determinar los parametros 6ptimos de concentracion
inicial de cloruro de sodio, nivel inicial de pH y concentracion
Optima de cultivo de Lactobacillus plantarum a través de la

aceptabilidad sensorial y caracteristicas fisicoquimicas.

- Es posible evaluar la marcha de fermentacién determinando la

acidez libre y pH segun las condiciones de disefio experimental.

- Es posible la caracterizacion fisicoquimica, sensorial e

identificacidon microbiolégica del tratamiento optimizado.



3.2 Identificacion de variables e indicadores

3.2.1 Variables
a) Variables independientes
e Concentracion de NaCl (°Bé€), niveles: 4; 6 y 8.
e pH inicial de la salmuera, niveles: 4,0; 5,5; y 7,0
e Concentracion de Inéculo (g/100 kg aceituna), niveles: 0,132;

0,220 y 0,308.

b) Variables dependientes
e Acidez titulable, expresado en % de acido lactico.
e pH final de la fermentacion.

e Atributos sensoriales (color, sabor y textura).

3.2.2 Indicadores
Segun la NTP 209.098:2006 de la ACEITUNA DE MESA

- Acidez: NTP203.070:1977.INDECOPI, por Titulometria.

pH: NTP 203.070:1977. INDECOPI, por Potenciometria.

- Sal en salmuera (cloruro de sodio): AOAC 921.27 (método general

norma CODEX.), por Potenciometria.

- Determinacion de la concentracién de sal en la salmuera con el

método densimétrico en grados Baumé.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Andlisis de la materia prima

A continuacion se detallan los analisis realizados a la materia prima.

4.1.1 indice de madurez

El indice de madurez adecuado de la aceituna para el desarrollo de la
investigacion se determiné en campo de manera visual, cuando éste
alcanza una coloracion verde amarillo pajizo (NTP 209.098:2006). En el

anexo 6, se muestra la aceituna verde utilizada en la investigacion.

4.1.2 Tamafio de la aceituna

El tamafio de las aceitunas, fue determinado por la NORMA TECNICA
PERUANA NTP 209.098:2006, para la Aceituna de Mesa, en la que se
usoé el calibre 160/200 aceitunas por kg, obteniéndose un promedio de
180 aceitunas por Kg, se utilizd6 éste calibre ya las aceitunas de éste
calibre son aquellas que tienen mas problemas por defecto de
fermentacién conocido como fish eye, ver el cuadro 5, calibrado de

aceituna verde.



Cuadro 5. Calibrado de aceituna verde

Calibre (unidades/kilogramo)
120 - 160
160 - 200
200 - 240
240 - 280
280 - 320
Fuente: Norma TécnicPerua209.098:2006

4.1.3 Relacion pulpa- hueso

La relacion pulpa-hueso para la muestra seleccionada de aceituna
verde calibre 160/200, con un promedio de 180 unidades de aceituna por
kilogramo, fue 5,25; la pulpa representd un promedio de 84% y el hueso

16% del total de una aceituna.

4.1.4 Determinacion del pH

Se determin6 el pH de la pulpa de la aceituna, extrayendo el jugo
celular y luego midiéndolo con un pH-metro digital, obteniéndose un valor
de 4,55, observandose que es ligeramente &cido, ya que la aceituna
contiene en la pulpa diferentes acidos como el citrico, malico y oxalico en
concentraciones menores al 1% del peso de la pulpa (Fernandez y
Gonzales,1985); el valor del pH del jugo celular varia dentro del intervalo

4,1-5,4, segun la variedad y grado de madurez.
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4.1.5 Azucares Reductores

Se determiné el porcentaje de azucares reductores en la pulpa de
aceituna, tomando una muestra del total de aceituna cosechada, para
dicho andlisis se utilizé el método de Somoggy-Nelson, resultando un
promedio de 5,1 g /100g de pulpa, éstos compuestos son los que dan
origen a la fermentacion. Todos éstos resultados fisicoquimicos pueden

verse en el cuadro 6.

Cuadro 6. Principales analisis realizados a la aceituna verde

variedad Sevillana

Analisis Resultado

indice de madurez Color verde amarillo pajizo
Tamafio de la aceituna 180 aceitunas/ kg
Relacion pulpa-hueso 84 pulpa/16 hueso
Determinacion del pH 4,55

Azlcares reductores 5,10%

Fuente: Elaboracién propia (2008)

4.1.6 Analisis proximal a la aceituna
En el cuadro 7, se muestra la composicién proximal de la aceituna

verde variedad Sevillana. Segun el analisis proximal realizado a la

65



aceituna verde, se puede observar que los componentes mayoritarios
son el contenido de humedad y materia grasa de 71 y 16,24%,
respectivamente, otro componente de mayor importancia destaca la
presencia de carbohidratos en un 9,09 %, ya que éstos van a dar origen a

la fermentacion lactica de la aceituna.

Cuadro 7. Composicion proximal de la pulpa de aceituna verde

Componentes Contenido promedio en %
Humedad 71,00

Proteinas 1,36

Materia Grasa 16,24

Cenizas 2,31
Carbohidratos 9,09

Total 100,00

Fuente: Elaboracién propia (2008)

4.2 Andlisis fisicoquimico de la salmuera

Los resultados experimentales obtenidos en la fermentaciéon de
aceituna verde con inoculaciéon de cultivo lactico evaluados a través de

las propiedades fisicoquimicas son mostrados en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Resultados del analisis fisicoquimico de la fermentacién
de aceituna verde con cultivo de Lactobacillus

plantarum.

Variables Variables
Ensayo Independientes dependientes
X1 X2 X3 Y1 Y2

1 4 4,0 0,220 0,848 3,92
2 8 4,0 0,220 0,788 3,97
3 4 7,0 0,220 0,565 4,20
4 8 7,0 0,220 0,545 4,27
5 4 55 0,132 0,678 4,09
6 8 55 0,132 0,588 4,04
7 4 55 0,308 0,538 4,20
8 8 55 0,308 0,598 4,05
9 6 4,0 0,132 0,808 3,76
10 6 7,0 0,132 0,665 4,04
11 6 4,0 0,308 0,815 3,83
12 6 7,0 0,308 0,665 4,10
13 6 55 0,220 0,805 4,03
14 6 55 0,220 0,831 4,05
15 6 55 0,220 0,808 4,00
X1 = Concentracion de salmuera Bé)
X2 = pH inicial
X3 = Cultivo lactico
Y1 = Acidez titulable
Y 2 = pH final

Fuente: Elaboracidon propia (2008).
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4.2.1 Evaluacion del pH

El pH es considerado como el maximo exponente de la marcha de la
fermentacion, se evalué cada cinco dias hasta el final del estudio que
durd tres meses. Este analisis se ha llevado a cabo con la finalidad de
evaluar el desarrollo de la fermentacion y la forma cémo influye las
condiciones iniciales de concentracion de NacCl, acidificacion de la
salmuera y la inoculacion de un cultivo lactico en la fermentacion de
aceituna verde al estilo espafiol. Los resultados experimentales para ésta

variable dependiente pH, se muestran en el cuadro 9.

Para una mejor observacion de la evolucion de las curvas del pH de
los tratamientos, estas se agruparon en tres grupos segun el nivel de pH
inicial de acuerdo al delineamiento experimental (4, 5,5,y 7 de pH). En la
figura 7 se agruparon a los tratamientos con pH inicial igual a 4 unidades
gue corresponden a los tratamientos (T1, T2, T9, T11), en ésta figura se
puede observar que en los primeros dias de fermentacién, hay un ligero
incremento del pH, esto se debe a la salida de la lejia residual presente
en la pulpa de la aceituna (Barranco, 1994), para luego descender
paulatinamente. También se observa que la muestra T9 alcanza los
valores mas bajos de pH de los 15 tratamientos en estudio que es de

3,76 de pH, las condiciones iniciales de éste tratamiento son: 6 Bé de
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concentracion de cloruro de sodio, 4 de pH de inoculacién y 0,132 g/100

kg de aceituna.

Cuadro 9. Resultados de pH de los 15 ensayos y muestra testigo durante
la fermentacion de la aceituna verde al estilo espafiol, con

inoculacioén de un cultivo de Lactobacillus plantarum.

DiAS DE FERMENTACION
1 5 0 15 20 25 30 35 40

45 50 60 90
1 4,00 466 437 422 418 417 418 415 400 4,00 400 392 392
2 4,00 470 436 432 431 425 424 420 412 4,09 409 400 397
3 7,00 488 448 44 437 437 430 429 422 420 420 420 420
4 7,00 480 453 452 435 430 430 429 428 428 428 427 427
5 5,50 490 446 44 438 435 429 420 416 414 412 410 4,09
6 5,50 472 440 435 430 424 418 417 410 410 4,06 404 4,04
7 5,50 484 447 441 437 430 431 424 424 421 420 420 420
8 5,50 478 454 453 437 429 424 424 424 AT 417 4,08 4,05
9 4,00 466 424 42 418 4,09 400 400 400 4,00 400 387 376
10 7,00 482 439 438 431 422 418 417 412 410 4,08 4,04 4,04
11 4,00 466 424 422 418 412 411 400 400 4,00 400 38 3,83
12 7,00 478 440 432 422 411 410 410 410 410 410 410 4,10
13 5,50 478 444 435 425 419 415 411 410 410 4,06 4,03 4,03
14 5,50 477 444 435 424 420 415 410 4,10 410 4,08 4,05 4,05
15 5,50 477 445 436 425 420 415 410 410 410 410 4,00 4,00

Testigo 7,00 508 459 453 450 442 437 430 426 423 420 4,00 4,00

Fuente: Elaboracién propia (2008)
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En la figura 8 se agruparon a los tratamientos con pH inicial =5,5
que corresponden a los tratamientos (T5,T6,T7,T8,T13,T14,T15)y en la
Figura 9 se agruparon a los tratamientos con pH inicial =7 que

corresponden a los tratamientos(T3,T4,7T10,T12).

Los resultados demuestran que en todas las muestras donde se
acidifico la salmuera con pH de 4 Y 5,5 el descenso del pH es rapido
durante los primeros 10 dias de fermentacién alcanzando valores
inferiores a 4,5 ; esto se debe a que en una fermentacion con inoculacién
de un cultivo lactico y dando las condiciones de concentracion de sal y pH
adecuado para el desarrollo de los lactobacilos es que practicamente se
elimina la primera y segunda fase de fermentacion, desarrollandose una
fermentaciéon eminentemente lactica de inicio a fin (Jiménez y Ruiz,
2004), continuando con un descenso rapido hasta los 30 dias haciéndose
mas lenta hasta los 60 dias y manteniéndose constante hasta los 90 dias
donde se da por concluida la fermentacién. También se puede observar
gue en la figura 9 el descenso del pH de hace ligeramente lento debido a
gue las condiciones de inoculacion con pH igual a 7 unidades no

favorecen el desarrollo del Lactobacillus plantarum
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Figura 7. Evolucidn de la curva de pH en los tratamientos a nivel 4 de pH de
inoculacion.
Fuente: Elaboracion propia (2010)
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Figura 8. Evolucion de la curva de pH en los tratamientos a nivel 5,5 de pH de
inoculacién
Fuente: Elaboracion propia (2010)
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Los valores correspondientes a los coeficientes del modelo de
regresion completo para la variable respuesta pH final, son mostrados en
el anexo 8a. Los andlisis de varianza (ANVA) para el modelo completo de
la variable respuesta pH final, segun el disefio factorial Box-Benken, son
presentados en el anexo 8b.
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—-T3 =T4 -+T10 -<T12

Figura 9. Evolucién de la curva de pH en los tratamientos a nivel 7 de pH de
inoculacién
Fuente: Elaboracion propia (2010)

El andlisis de varianza presentada en el anexo 8b (ANVA) para el
modelo de regresion completo para la variable dependiente pH final,
mostré un coeficiente de determinacién de 0,9441; y un coeficiente de

variacion de 0,0132. El modelo presenta ademas regresion altamente
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significativa Fc = 9,38 vs Ft = 4,77 para una probabilidad < 0,05. Ademas
presenta falta de ajuste no significativa Fc = 6,80 vs Ft = 19,16; por lo
gue esta ecuacion puede usarse con fines de prediccion de valores en la
region estudiada y construccion del respectivo diagrama de superficie de

respuesta.

En la figura 10, se presenta el diagrama de superficie de respuesta
correspondiente al modelo completo para la variable respuesta pH final,
que muestra el efecto de la concentracion de NaCl y pH inicial a nivel
constante de cultivo lactico= 0,22 g/kg, donde cabe destacar los diferentes
valores de pH al final de la fermentacién obtenidos por cada nivel de pH
inicial; esto demuestra la importancia de este factor (pH inicial) al
momento de preparar y acondicionar el proceso fermentativo, por el
contrario los niveles de salmuera considerados en la investigacion no
ocasionan un cambio muy significativo en el resultado del pH obtenido al
final del proceso de fermentacion, demostrando asi su escasa importancia
como factor que afecte el descenso del pH en la fermentacién de la

aceituna verde con adicion de cultivo lactico a nivel de planta piloto.

Por ello se puede afirmar que un acondicionamiento del pH inicial

con valores inferiores a 5,5 es suficiente para conseguir al final del
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proceso fermentativo un producto que alcance niveles de pH iguales o
inferiores a 4,0 que es lo recomendado para dirigir una adecuada
conservacion de la aceituna verde al estilo espafiol, tal como lo afirma
(Ruiz y Jiménez, 2001)en un trabajo de investigacion en fermentacion de

aceituna con inoculacién de cultivos lacticos, realizado por el Instituto de

la Grasa.
a4 B 3,760
2.3 Il 3,820
I 3,870
4,2 I 3,930
1 3,990
= 4. 1 4,040
Z 40 1 4,100
g Bl 4,160
3,9 Bl 4,210
8 Bl 4,270
3 [_1 above

Figura 10: Diagrama de superficie de respuesta para el efecto de concentraciéon de NaCl
y pH inicial, a nivel constante de -cultivo lactico = 0,22 g/Kg sobre el pH
final.

Fuente: Elaboracidn propia (2008)

La figura 11, muestra el diagrama de superficie de respuesta

correspondiente al modelo completo, que muestra el efecto de la
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concentracion de NaCl vy cultivo lactico, a nivel constante de pH inicial =
5,5. Donde se observa que se puede obtener valores de pH inferiores a 4
unidades manteniendo un rango de concentracion de NaCl de 4,3 a 7
unidades, con una baja concentracion de cultivo lactico comprendido
entre 0,132 y 0,162 g/Kg. Esta figura 9 muestra que solo es necesario
minimas cantidades de cultivo para conseguir el pH final deseado de

fermentacion.

3.760
3.820
3.870
3.930
3.990
4.040
4.100
4.160
4.210
4.270
above

AIRERCLEENN

Figura 11. Diagrama de superficie de respuesta para el efecto de concentracion de NaCl
y cultivo lactico inicial, a nivel constante de pH inicial = 5,5; sobre el pH final.
Fuente: Elaboracion propia (2008)
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4.2.2 Acideztitulable

La acidez titulable es el porcentaje de peso de los acidos contenidos en
el producto. Se determind mediante titulacion con solucién de hidroxido de
sodio 0,2N, utilizando indicador fenolftaleina al 1%. La técnica consiste en
neutralizar los iones hidrogeno libres del acido con una solucién de

hidroxido de sodio (Meyer y Colbs, 1987).

En el cuadro 10, se muestra el resultado de la acidez al final del
proceso de fermentacién de la aceituna verde. Se puede obtener las
diferentes curvas de evolucion de la acidez expresada en porcentaje de
acido lactico para cada uno de los tratamientos. Para una mejor
observacion de cada una de las curvas de evolucion de la acidez libre, de
igual manera que en las graficas del pH se separaron en tres graficas
segun el disefio experimental En la figura 12 se agrupo a los tratamientos
sin acidificacion inicial de la salmuera que corresponde a los tratamientos
(T3, T4, T10, T12). En la figura 13 se agrupo a los tratamientos con
acidificacion inicial(pH = 5,5) con acidez titulable de 0,05%, que
corresponde a los tratamientos (T5,T6,T7,T8,T13,T14,T15) y en la figura
14 se agrupo a los tratamientos con acidificacion inicial de pH 4, con
acidez titulable de 0,1% que corresponden a los tratamientos

(T1,T2,T9,T11).
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Mediante las gréficas se puede observar que en todas las muestras el
desarrollo de la acidez es rapido durante los primeros dias de
fermentacién continuando este incremento hasta los 60 dias, notandose
una diferencia en relacion a las muestras donde hubo acidificacion inicial
de la salmuera, donde el desarrollo de la acidez se hace mucho mas
rapido y pronunciado llegando a disminuir la velocidad a los 60 dias y

continuando muy lentamente en algunas muestras hasta los 90 dias.
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Figura 12. Evolucion de la acidez en tratamientos sin acidificacion inicial (pH= 7)
Fuente: Elaboracion propia (2010)
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Cuadro 10. Resultados experimentales del desarrollo de la acidez

10
1
12
13
14
15

Testigo

0,12

0,12

0,05
0,05
0,05
0,05

0,12

0,12
0
0,05
0,05
0,05

0

expresado en porcentaje de acido lactico de los 15 ensayos

y muestra testigo durante la fermentacion de la aceituna

verde al estilo espafiol, con inoculaciéon de un cultivo de

Lactobacillus plantarum.

0,35
0,35
0,26
0,19
0,25
0,25
0,26
0,23
03
0,25
0,28
0,25
0,28
0,28
0,28

0,11

0,49
0,48
0,35
0,25
0,35
0,32
0,35
0,26
0,4
0,32
0,42
0,33
0,35
0,35

0,35

15
0,57
0,51
0,47
03
0,4
0,36
0,4
0,36
0,6
0,42
0,61
0,42
0,39
0,39

0,39

Dias de fermentacion

20
0,66
0,59
0,48
0,38
0,45
0,43
0,43
0,43
0,64
0,48
0,63
0,51
0,44
0,43

0,43

023 026 0,35

Fuente: Elaboracion propia (2008)

25
0,74
0,62
0,51
0,44
0,45
0,44
0,45
0,52

0,7
0,48
0,69
0,53
0,49
0,49
0,49

0,43

30
0,79
0,64
0,56
0,46
0,46
0,46
0,47
0,55
0,76
0,53
0,71

0,6
0,51
0,51
0,51

0,46
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0,52
0,57
0,79
0,56
0,72
0,63
0,56
0,55
0,56

0,5

40
0,88
0,73
0,56
0,52
0,52
0,52
0,52
0,57
0,81

0,6
0,83
0,64
0,57
0,56
0,56

0,53

45
0,96
0,83
0,56
0,52
0,56
0,58
0,57
0,64
0,88
0,66
0,89
0,64
0,70
0,72
0,70

0,57

50
0,96
0,85
0,56
0,53
0,68

0,6
0,58
0,64
0,91
0,67
0,89
0,66
0,80
0,82
0,80

0,58

60
0,96
0,90
0,56
0,54
0,70
0,63
0,58
0,64
0,92
0,67
0,92
0,66
0,84
0,85
0,85

0,64

90
0,968
0,908
0,565
0,545
0,728
0,638
0,588
0,648
0,928

0,67
0,94
0,665
0,855
0,881
0,858

0,67

acidez
desarrollada

0,848
0,788
0,565
0,545
0,678
0,588
0,538
0,598
0,808
0,665
0,815
0,665
0,805
0,831
0,808

0.670
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Figura 13. Evolucion de la acidez en tratamientos con acidificacion inicial (pH=5,5).
Fuente: Elaboracion propia (2010)

El modelo completo y el grado de significacion de las variables
independientes acidez final, son mostrados en el anexo 9a. Los andlisis
de varianza (ANVA) para el modelo completo, son presentados en anexo
9b. El analisis de varianza (ANVA), muestra un coeficiente de
determinacién de 0,948 y un coeficiente de variacion de 6,3 %. El modelo
presenta ademas regresion altamente significativa Fc = 10,134 vs Ft =
4,77 para una probabilidad < 0,05. Ademas presenta falta de ajuste no
significativa Fc = 4,770 vs Ft =19,160; por lo que esta ecuacion puede

usarse con fines de prediccion de valores en la region estudiada
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Figura 14. Evolucion de la acidez en tratamientos con acidificacion inicial (pH= 4).
Fuente: Elaboracion propia (2010).

La region de combinacién binaria entre las variables concentracion de
NaCl (X1) y pH inicial(X2) puede ser observada a través del diagrama de
superficie de respuesta construida a través del modelo matemético
empirico que explica la relacién entre la acidez total de la salmuera al final
de la fermentacion y su variabilidad debido a los diferentes niveles de
concentracion de NacCl, pH inicial de fermentacion y concentracion de

cultivo de lactobacilos presentada en la figura 15.
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Figura 15. Diagrama de superficie de respuesta para el efecto de concentracion de NaCl
y el pH inicial, a nivel constante de concentracion de cultivo lactico = 0,22
g/Kg sobre la acidez desarrollada.

Fuente: Elaboracion propia (2008).

La figura 15 muestra las regiones de contorno para la variable
dependiente acidez desarrollada, obtenidas por el modelo matematico,
fijandose la variable X3 en el nivel codificado O (cultivo lactico 0,22 g/ 100
Kg). Es importante el pH al inicio de la fermentacion y su efecto en la
produccion final de la acidez, tal es asi que en la figura se puede observar
gque a mayores niveles de pH menor es la acidez desarrollada, puesto
que para obtener una acidez superior al 0,7% es necesario el

acondicionamiento de la salmuera desde el punto de vista del pH a
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niveles comprendidos entre 4,0 y 5,5 unidades para dirigir y dar las
condiciones necesarias para el desarrollo de los lactobacilos y de ésta
manera no permitir que se den condiciones desfavorables para el
dersarrollo de microrganismos perjudiciales que alteren el proceso

fermentativo.

Para una adecuada inoculacion de cultivo lactico es necesario la
correccion de pH inicial con &cido acético en un rango comprendido de
4,5y 6,5 y concentracién de sal hasta 4% (Jimenez y Ruiz, 2001). Por el
contrario segun los resultados obtenidos en los tratamientos, nos indica
gue los niveles de salmuera utilizadas en la investigacion no ocasionan
un cambio muy significativo en la acidez final, demostrando asi su escasa
importancia como factor que afecte el desarrollo de la acidez en la

fermentacion de la aceituna verde con adicién de cultivo lactico.

Asimismo la figura 16, establece una presencia importante de los
niveles centrales de las variables concentracion de NaCl (X1) y

concentracion de cultivo lactico (X3) en la produccién de la acidez final.
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Figura 16. Diagrama de superficie de respuesta mostrando el efecto de concentracion de
NaCl y cultivo lactico, a nivel constante de pH inicial = 5,5 sobre la acidez
desarrollada.

Fuente: Elaboracion propia (2008).

La figura 17, muestra el importante efecto del pH inicial de la salmuera
con respecto a la acidez final desarrollada, tal es asi que a niveles mas
bajos de pH inicial, mayor es la produccién de acido y esto se debe a que
al acidificar el medio a pH inferiores a 6 unidades, se crean las
condiciones necesarias para el 6ptimo desarrollo de las bacterias lacticas
dando inicio a un rapido proceso fermentativo, alcanzando niveles

maximos cuando se combinan con el nivel medio de cultivo lactico.
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Figura 17. Diagrama de superficie de respuesta mostrando el efecto de concentracion de

pH inicial y cultivo lactico, a nivel constante de concentracion de NaCl = 6°Be
sobre la acidez desarrollada.
Fuente: Elaboracion propia (2008).

4.2.3 Acidez combinada

La acidez combinada se determind por valoracion potenciométrica de
la salmuera con una solucion de &cido clorhidrico 2N, hasta pH 2,6. La
acidez combinada suministra la informacion sobre la forma en que se han
realizado las operaciones de cocido y lavados. Su presencia en
cantidades progresivamente crecientes hace que el pH no descienda
rapidamente durante las primeras fases de la fermentacion; el equilibrio se

establece aproximadamente a los 20 dias, donde el valor de la acidez
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combinada permanece constante y se puede determinar la acidez
necesaria para alcanzar un pH adecuado de conservacion por la
correlacion existente entre la acidez combinada, acidez libre y el valor del

pH (Borbolla y Alcala y Rejano Navarro, 1998).

Con una acidez combinada de 0,14N, siempre que la fermentacion
transcurra de manera normal se podra alcanzar con relativa facilidad un
pH de 4 unidades o menos; no es asi cuando las cifras de acidez
combinada son superiores a 0,14 N, para los que sera dificil llegar a éste
valor, pudiendo permanecer las aceitunas a valores altos de pH y por
tanto en condiciones propicias para cualquier alteracion. El resultado
obtenido de la acidez combinada en las muestras investigadas se
muestran en el cuadro 11, en el cual se puede observar que la acidez
combinada obtenida en cada una de las muestras es inferior a 0,14 N;
obteniéndose valores maximos de 0,076 N y minimo de 0,072N, éstos
valores nos indican que las operaciones de cocido y de lavado han sido
las adecuadas en todas las muestras, el cual no influird en el normal

desarrollo de la fermentacién lactica para dicha investigacion.

85



Cuadro 11. Resultado de la acidez combinada expresada en
Normalidad a los veinte dias de iniciada la

fermentacion.

Muestra Acidez combinada
1 0,076
2 0,075
3 0,073
4 0,073
5 0,074
6 0,073
7 0,072
8 0,076
9 0,074

10 0,076
11 0,076
12 0,073
13 0,074
14 0,072
15 0,073

Fuente: Elaboracién propia (2008)

4.3 Evaluacion sensorial - efecto en la aceptabilidad del producto
final
En el cuadro 12, se presentan los ensayos y sus promedios de
respuestas obtenidos para estudiar el efecto de la concentracion de NacCl,
pH inicial y concentracion de cultivo lactico en los atributos sensoriales de

la aceituna verde fermentada a escala piloto.

86



Cada uno de los experimentos fue evaluado organolépticamente por
un grupo de 5 panelistas semi entrenados, mediante una ficha de
evaluacion sensorial. En los diferentes ensayos se utilizé la prueba
Heddnica con calificacion de escalas de intervalo 1 a 9 puntos. En ésta,
cada panelista dentro de la ficha de cata anot6 en una escala ordinaria

desde 1 (me desagrada muchisimo) hasta 9 (me agrada muchisimo).

Cuadro 12. Tratamientos segun disefio experimental de Box- Benken y

sus resultados experimentales en la evaluacion sensorial.

X1

Concentracion X 2 pH X3 Y 4 Y5 Y 6
de salmuera inicial C,UIt.'VO Sabor Textura Color
. lactico
(Bé)
1 4 4 0,22 6,38 5,8 6,32
2 8 4 0,22 6,0 6,0 6,04
3 4 7 0,22 75 54 5,33
4 8 7 0,22 6,6 54 5,33
5 4 5,5 0,132 588 5,2 5,6
6 8 55 0,132 575 5,8 6,5
7 4 55 0,308 538 6,0 6,17
8 8 55 0,308 55 6,2 5,67
9 6 4 0,132 525 5,8 6,11
10 6 7 0,132 6,5 6,0 5,7
11 6 4 0,308 6,0 6,1 6,15
12 6 7 0,308 6,0 5,2 5,6
13 6 5,5 0,22 6,25 5,52 6,05
14 6 55 0,22 6,13 5,0 6,1
15 6 55 0,22 6,0 5,55 6,0

Fuente: Elaboracién propia (2008)
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4.3.1 Sabor

El modelo completo y el grado de significacion de las variables
independientes, son mostrados en el anexo 10a. Los andlisis de varianza
(ANVA) para el modelo completo, son presentados en anexo 10b. El
analisis de varianza (ANVA), muestra un coeficiente de determinacion de

0,9094 y un alto coeficiente de variacion de 4,58.

El modelo presenta ademas regresion significativa donde el Fc =
5,577 vs Ft = 4,770 para una probabilidad < 0,05. Ademas presenta falta
de ajuste no significativa Fc = 7,603 vs Ft =19,160; por lo que esta
ecuacion puede usarse con fines de prediccion de valores en la region
estudiada. La regibn de combinacion binaria entre las variables
independientes concentracion de NaCl(X1) y pH inicial(X2) de
fermentacién para la variable dependiente sabor a nivel constante de
cultivo lactico de 0,22 g/100 Kg; puede ser observada a través de la figura
18 el diagrama de superficie de respuesta obtenida por el modelo
matematico completo. De acuerdo con la figura existe una regiéon de
maxima respuesta con valor de escala hedonica en sabor mayor de 7,3; la
cual comprende un nivel de 4 °Be para la concentracion de NaCl y un

nivel de 7 para el pH inicial de fermentacion.
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Figura 18. Diagrama de superficie de respuesta mostrando el efecto de la concentracion
de NaCl y pH inicial sobre el sabor de las aceitunas verdes fermentadas a
nivel constante de cultivo lactico de 0,22 g/100 kg.

Fuente: Elaboracion propia (2008)

La figura 19, muestra el efecto importante del pH inicial en el sabor
final de la aceituna verde fermentada con cultivo lactico donde se observa
que el mayor valor se registra a niveles altos de pH inicial, es decir que
para conseguir un sabor calificado como “gusta algo” no se hace

necesario acetificar la salmuera.
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Figura 19. Diagrama de superficie de respuesta mostrando el efecto del pH inicial y
concentracion de cultivo lactico a nivel constante de concentracion de NaCl=
6°Be sobre el sabor de las aceitunas verdes fermentadas.

Fuente: Elaboracion propia (2008)

4.3.2 Color

El modelo completo y el grado de significacion de las variables
independientes, son mostrados en el anexo 1la. El analisis de varianza
(ANVA) para el modelo completo, son presentados en anexo 11b. El
analisis de varianza (ANVA), muestra un coeficiente de determinaciéon de
0,9212 y un alto coeficiente de variaciéon de 2,79.El modelo presenta

ademas regresion significativa donde el Fc 6,49 vs Ft = 4,770 para una
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probabilidad < 0,05. Ademas presenta falta de ajuste no significativa Fc
= 17,50 vs Ft =19,160; por lo que esta ecuacion puede usarse con fines

de prediccion de valores en la region estudiada.

La region de combinacién binaria entre las variables concentracion de
NaCl (X1) y pH inicial (X2) puede ser observada a través de curvas de
nivel presentadas en la figura 20. La figura muestra las regiones de
contorno de superficie de respuesta para la variable dependiente Color,
obtenidas por el modelo matemaético, fijandose la variable concentracién
de cultivo lactico(X3) en el nivel codificado 0 (cultivo lactico 0,22 g/ 100
Kg). Este nivel fue escogido para demostrar el importante efecto que el pH
inicial tiene en las diferentes variaciones del color de la aceituna
fermentada con cultivo lactico al final del proceso fermentativo, en donde
queda demostrada la importancia de preparar una solucién acidulada que
alcance un pH inferior a 5 unidades para poder obtener al final un
producto con buena aceptacion del atributo color con un valor esperado

segun escala hedonica de 6 (“me gusta”).

La region de combinacion binaria entre las variables pH inicial (X2) y

concentracion de cultivo lactico (X3) puede ser observada a traves de

curvas de nivel presentadas en la figura 21. La figura muestra las regiones

91



de contorno de superficie de respuesta para la variable dependiente
Color, obtenidas por el modelo matematico completo fijandose la variable

concentracion de NaCl (X1) en el nivel codificado 0 (salmuera 6 °Be).

5416
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Figura 20. Diagrama de superficie de respuesta mostrando el efecto de la concentracion
de NaCl y del pH inicial a un nivel de cultivo lactico de 0,22 g/100 Kg, sobre el
color de las aceitunas verdes fermentadas.

Fuente: Elaboracion propia (2008)

Este nivel fue escogido para demostrar que el pH sigue siendo el factor

gue mas afecta el color en comparacion con el efecto del cultivo lactico.
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Figura 21. Diagrama de superficie de respuesta mostrando el efecto del pH inicial y
cultivo lactico sobre el color de las aceitunas verdes fermentadas, a un nivel
constante de concentracion de NaCl 6°Bé.

Fuente: Elaboracion propia (2008)

4.3.3 Textura
El modelo completo y el grado de significacion de las variables
independientes, son mostrados en el anexo 12a. El analisis de varianza

(ANVA) para el modelo completo, son presentados en anexo 12b.

Para la evaluacion de la textura de las aceitunas verdes fermentadas

los resultados fueron poco satisfactorios, el modelo matematico hallado no
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reportd informacion acerca de la influencia de las variables
independientes en la textura del producto final, coeficientes no
significativos. Un efecto no significativo del modelo hallado y un bajo
coeficiente de determinacién (R* = 0,7184) demuestra que la variabilidad
de la textura de las diferentes muestras no se explica por la variables

independientes seleccionadas.

4.4 ldentificacion y caracterizacion del cultivo lactico

Para la identificacion de las bacteria lacticas se utiliz6 una muestra de
salmuera del tratamiento T9 en el que se obtuvo los mejores resultados,
para la siembra se utiliz6 como medio de cultivo al agar rogosa, el cual es
un medio selectivo para el aislamiento y numeracion de lactobacilos, la
incubacion se realiz6 en condiciones anaerobias, se selecciono las placas
gue presentaban de 30 a 300 colonias, segun el método de recuento

(Moreno, B y Col., 2000).

Se aislaron colonias tipicas de bacterias lacticas y se procedié a
realizar las pruebas para la identificacion como género Lactobacillus. En
el cuadro 13, se muestra el resumen de los resultados de la identificacion

y caracterizacion del cultivo lactico.
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Figura 22. Diagrama de superficie de respuesta mostrando el efecto de la concentracion
de NaCl y pH inicial sobre la textura de las aceitunas verdes fermentadas, a
un nivel constante de cultivo = 0,22 g /100 Kg.

Fuente: Elaboracion propia (2008)

Cuadro 13. Resultado de la caracterizacion del cultivo lactico para la

identificacion del Lactobacillus plantarum

Caracteristicas Resultado
Morfologia Coco bacilar
Tincion Gram Gram-positivo
Prueba de la catalasa Catalasa negativa
Tolerancia al 7% de NacCl Positivo
Tolerancia al 10% de NaCl Positivo
Tolerancia a pH de 3,9 Positivo
Produccion de CO, Negativo

Fuente: Elaboracién propia (2008)
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4.5 Optimizacion de los parametros en estudio

Para la optimizacion de los factores en estudio mediante la técnica de
optimizacién multiple se tomaron 2 criterios diferentes segun se muestra
en el cuadro 14 estableciendo restricciones de maximos y minimos para
las variables respuesta en funcion a la necesidad de obtener un producto
de buena calidad y/o buenas condiciones para largos periodos de
almacenamiento y aplicando la metodologia de la funcion deseada
mediante el paquete estadistico Design - Expert 7.1. (Aguirre, 2005), se

obtuvo la siguiente solucion segun se observa en el cuadro 14.

Cuadro 14. Criterios y solucion para la seleccion del tratamiento de

mejores condiciones de fermentacion con adicion de cultivo

lactico.
Factor Criterio Limi_t © Limit_e \/_alpres
Inferior Superior optimizados

Salmuera (°Bé) en rango 4 8 6,32
pH inicial en rango 4 7 4

Cultivo Lactico (9g/100 kg)  enrango 0,132 0,308 0,136
Acidez (%) Maximizar 0,538 0,848 0,848
pH final Minimizar 3,76 4,27 3,767
Azucares Reductores (%) enrango 0,0429  0,0979 0,086
Sabor en rango 5,25 7,5 5,367
Color Maximizar 5,33 6,5 6,293
Textura en rango 5,66
Funcion de deseabilidad (d) 0,933

Fuente: Elaboracion propia (2008)
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De dichos resultados se concluye que la solucion hallada con un
valor de funcién de deseabilidad cercano a la unidad (0,933) ofrece los
mejores resultados tecnolégicamente aceptables, tanto para su
elaboracion como su conservacion de las aceitunas verdes fermentadas
con cultivo lactico. La figura 23 ilustra la optimizacion de funcion deseada
para las variables dependientes en donde la region con la combinacién
Optima de variables independientes (region naranja) se encuentra cuando
se condiciona la salmuera acidificandola hasta un pH = 4 y una

concentracion de salmuera de 6,32 °Be.

Fi
6,25
=
=
T 55
[l
=
4,75
4
4 5 5] 7 8
AL SALMUERA ("Be)

Figura 23. Optimizacién por la metodologia de la funcion deseada de la fermentacion
dirigida de la aceituna verde. Manteniendo fijo el nivel de concentracién de
cultivo en 0,136 g/100 kg.

Fuente: Elaboracion propia (2008)
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Estas condiciones reducen el tiempo de fermentacion siendo este de
60 dias con resultado sensoriales aceptables. Las condiciones menos
favorables se presentan cuando el proceso se lleva a cabo con salmuera
no acidificada (region azul) independientemente de la concentracion de

salmuera.

4.6 Resultados de la evaluacion del producto final

En la figura 24 y figura 25 se muestran la curva del desarrollo de la
acidez y pH del tratamiento T9 con parametros iniciales de concentracion
de cloruro de sodio de 6 Bé, pH de inoculacion de 4 unidades y
concentracion de cultivo lactico de 0,132 g / 100 kg es considerada como
la muestra en la que se obtuvo los mejores resultados en relacidén con la
muestra testigo de una fermentacion tradicional con pardmetros iniciales
de concentracion de cloruro de sodio de 6 Bé. El tratamiento T9 destaca
en su desarrollo por el tiempo reducido para alcanzar niveles de acidez
titulable expresado en % de acido lactico superiores al 0,8%,por
consecuencia adquiriendo valores bajos de pH, lo cual garantiza la
calidad y conservacion del producto final. Lo que no sucede en la
fermentacién tradicional que a los tres meses de fermentacion alcanza
valores inferiores al 0,7% de acido lactico dependiendo mucho de las

condiciones ambientales en las que se desarrolle.
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Figura 24. Desarrollo comparativo de la acidez titulable entre la fermentacién del
tratamiento de mejores condiciones (salmuera 6,0 °Be; 132 g/100 kg de
adicion de cultivo lactico; pH inicial = 4) y la fermentacién tradicional
(salmuera 6 °Be).

Fuente: Elaboracion propia (2008)
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Figura 25. Desarrollo comparativo del pH final entre la fermentacion del tratamiento
Optimo (salmuera 6,0 °Be; 132 g/100 kg de cultivo lactico; pH inicial =4) y
fermentacion tradicional (salmuera 6 °Be)

Fuente: Elaboracion propia (2008)
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Materia prima *aceituna verdes variedad sevillana
[(Mea elropeg sativa)
Recoleccién 5 Mano
*Con maquina clasificadora para
Recepcién y clasificacion tener un tamafio de muestra
estandar de calbre 160-200 / kg
Pesado
Acondicionamiento
+WaOH al 2%
. 1A 3
Tratamiento con lejia penetracion a ¥#pardes de |z
pulpa
2 lavados (L);
Lavados L1 lawado corto: 4 a8 horas
o2 lawado largo: 12 a 14 horas.
A | 0
dicién de salmuera 65,32 ° Be
* Al sequndo dia salmuera, se
Biminacién de fondos alcalinos procedié a la eliminacion del 5%
VA
Aluste de pH 4
Dosificacién de cultivo m 0,136 g/100 kg
F eserealizaron los controles
tacién de pHy acidez libre
3 Sabor (5,4 ) I Acidez (0,848 %)
HColor(6,3) Producto Final &2 pH final (3,77)
@ Textura (5,7 ) I Azlcares reductores (0,086%)

@ Tiempo (2 meses)

Figura 26. Flujo definitivo para el procesamiento de aceituna verde al estilo espafiol en
una fermentacién por inoculacién de cultivo lactico.

Fuente: Elaboracion propia (2008)
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Una vez realizada la optimizacion de las variables en estudio y
establecidos los parametros, se determind el flujo de procesamiento
definitivo tal como se muestra en la figura 25. Se puede indicar que el
uso de cultivos iniciadores para la fermentacion de aceituna verdes al
estilo espafiol es una excelente herramienta tecnoldgica de incalculable
valor reduciendo considerablemente el tiempo de fermentacion (Jiménez
y Ruiz, 2004). Por ello se destaca que en el tratamiento 6ptimo solo fue

necesario un tiempo de fermentacion de 2 meses.
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1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIONES

Los niveles Optimos de concentracion inicial de salmuera, pH
inicial y concentracion de cultivo de Lactobacillus plantarum en
la fermentacion de aceituna verde al estilo espafiol son 6,32 °Bé€,

4 de pHy 0,136 g/100Kg de aceituna respectivamente.

El tiempo 6ptimo del proceso de fermentacion durd 2 meses.

El tratamiento 6ptimo arrojé los siguientes valores de calificacion
segun la escala sensorial de 9 puntos: sabor = 5,367; color =

6,293 y textura 5,660.

La textura es el factor que menos se ha visto influenciada por las
variables independientes. Sélo la combinacion pH y cultivo

presento efecto significativo.

Para el tratamiento de mejores condiciones la caracterizacion
microbiolégica categorizan a la bacteria lactica presente como
homofermentativa con resistencia a concentraciones de sal de

hasta 10%.



1)

2)

3)
4)

5)

6)

RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto del indice de madurez en el desarrollo de la
fermentacion y aceptabilidad sensorial.

Evaluar el efecto de la concentracion de NaOH en la
penetracion al fruto y su efecto en el posterior desarrollo de la
fermentacion por inoculacién de cultivos lacticos.

Estudiar otros métodos de acidificacion.

Evaluar el tiempo de vida util del producto.

Como en todo proceso de elaboracion y sobre todo cuando se
trata de una fermentacion por inoculacién, es importante tener
en cuenta los principios de higiene elementales, como lavar y
desinfectar los tanques de fermentacion cuidadosamente antes
de usarlos, periédicamente lavar las tapas y retirar los hongos
gue se puedan formar.

Las aceitunas contenidas en los tanques deben estar siempre
sumergidas por completo en la salmuera durante la etapa de
fermentacion y durante su almacenamiento, para lo cual debe
afadirse a los tanques la salmuera de las mismas

caracteristicas de concentracién y de pH (requerido).



7)

La temperatura es un parametro importante a controlar ya que
influye en la etapa de fermentacién, por tal motivo se
recomienda acondicionar un ambiente aislado de temperatura

controlada optima para el desarrollo del Lactobacillus.
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Anexo 1.Especificaciones del cultivo de Lactobacillus plantarum

LACTOBACILOS PLANTARUM 2

Cdodigo EPSA: 1000520102EP

DESCRIPCION

Iniciador alimentario destinado a la elaboracion de aceitunas.
CONCENTRACION

Lactobacilos plantarum RJL2: 1X10* UFC

Lactobacilos plantarum RJL3: 1X10'* UFC

CALIDAD BACTERIOLOGICA

Diagnostico in vitro mediante test de identificacion de Lactobacilos API 50
CHL.

PRESENTACION

Bolsas transparentes envasadas al vacio. Peso aproximado 22 gramos.
CONSERVACION

Ausencia de luz, lugar fresco y seco, preferentemente en nevera entre
4°C- 8°C.
DOSIFICACION

Monodosis, una bolsa por fermentador de 10000 kilogramos.
Toda la informacion contenida en éste documento es transcripcion literal

de su original REV .19/11/02
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Anexo 2.Tanque de fermentacion

a. Tanque de fermentacién
b. Tanque de preparacion de soluciones
c. Bomba de agua

d. Balanza electrénica
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Anexo 3.Ficha de andlisis sensorial sabor

FICHA DE ANALISIS SENSORIAL

Pruebe una muestra codificada y use la escala de abajo para indicar

cuanto gusta o disgusta en relacidon a cada caracteristica especificada.

1) Extremadamente desagradable
2) Muy desagradable

3) Bastante desagradable

4) Desagradable

5) Ni desagradable ni agradable
6) Agradable

7) Bastante agradable

8) Muy agradable

9) Extremadamente agradable

En relacién al atributo.......cvvveeeeeannnn..

ODSEIVACIONES. . .. ettt e e e e
RESPUESTA

235|437 543|678 123|506 467 680 648 332|119 934|890 704 250
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Anexo 4.Ficha de andlisis sensorial color

FICHA DE ANALISIS SENSORIAL

Pruebe una muestra codificada y use la escala de abajo para indicar

cuanto gusta o disgusta en relacion a cada caracteristica especificada.

1) Extremadamente desagradable
2) Muy desagradable

3) Bastante desagradable

4) Desagradable

5) Ni desagradable ni agradable
6) Agradable

7) Bastante agradable

8) Muy agradable

9) Extremadamente agradable

En relacién al atributo.......cvvveeeeeennnn..

ODSEIVACIONES. . ..ttt e
RESPUESTA

235437 543 678|123 |506|467 680 648 332 119|934|890 704 250
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Anexo 5.Ficha de andlisis sensorial textura

FICHA DE ANALISIS SENSORIAL

Pruebe una muestra codificada y use la escala de abajo para indicar

cuanto gusta o disgusta en relacidon a cada caracteristica especificada.

1) Extremadamente desagradable
2) Muy desagradable

3) Bastante desagradable

4) Desagradable

5) Ni desagradable ni agradable
6) Agradable

7) Bastante agradable

8) Muy agradable

9) Extremadamente agradable

En relacién al atributo.......cvvveeeeeennnn..
O DS BIVACIONES . . . ettt e

RESPUESTA

235437 543678123 |506|467 680 648 332 119|934 /890|704 250
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Anexo 6.Fruto del olivo de la variedad sevillana utilizada en la

investigacion

Fuente: (Elaboracion propia)
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Anexo 7.Preparacién de la salmuera y conversion de °Bé a %

Preparacion de la salmuera

Kg de sal= °Bé x 1,25 xV

100
Donde:
°Bé : Los Grados Baumé que se requiere
1,25 : Factor del NaCl, depende de la pureza de la sal.
V : Volumen de la salmuera a preparar.

Segun el disefio experimental se trabaja con 3 niveles de
concentracion de salmuera 4, 6 ,8 °Bé, aplicando la formula de
conversidbn  su equivalencia en porcentaje es 5, 75 y 10 %

respectivamente.
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Anexo 8.Andlisis estadistico para la evaluacion de la variable respuesta
pH final

a) Coeficientes del modelo de regresion completo

Coeficientes de Error

Regresion estandar 1) P
Intercepto 4,0267 0,015 277,134 0,000 *
X1 -0,0100 0,009 -1,124 0,378 ns.
X12 0,1129 0,013 8,622 0,013 *
X2 0,1413 0,009 15,875 0,004 *
X22 -0,0496 0,013 -3,786 0,063 ns.
X3 0,0312 0,009 3,512 0,072 ns.
X3? -0,0446 0,013 -3,404 0,077 ns.
X1X2 0,0050 0,013 0,397 0,729 ns.
X1Xs -0,0250 0,013 -1,987 0,185 ns.
X2X3 -0,0025 0,013 -0,199 0,861 n.s.
* = Significativo al nivel de 5 % de probabilidad
n.s.= No significativo
Fuente: Elaboracion propia (2008)

b) Analisis de varianza

promedio :  4,0327 Coeficiente de Determinacion R2: 0,9441

desviacion : 0,0533 Coeficiente de Variacion C.V. 0,0132

Fuente de Suma de ((:;ados Cuadrado F

Variacion Cuadrados  libertad Medio calculado

Regresion 0,2395 9 0,0266 9,38 4,77 *

Residuo 0,0142 5 0,0028

Falta — de 109 3 0,0043 6,80 19,16  n.s.

ajuste

Error puro 0,0013 2 0,0006

Total 0,2537 14

Varianza explicada 93,62%

Maxima Varianza explicada : 98,65%

X1 =NaCl (Be) ; X2 = pH inicial ; X3 = Cultivo (g/100 Kg);
* = Significativo al nivel de 5 % de probabilidad
Fuente: Elaboracion propia (2008)
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Anexo 9.Andlisis estadistico para la evaluacion de la variable respuesta
acidez desarrollada

a) Coeficientes del modelo de regresion completo

Coeficientes de Error t(2) p
Regresion estandar
Intercepto 0,815 0,008 99,199 0,000 *
X1 -0,014 0,005 -2,7134 0,112 n.s.
X12 0,133 0,007 -17,978 0,003 *
X2 0,102 0,005 -20,332 0,002 *
X2? 0,005 0,007 0,630 0,593 n.s.
X3 0,015 0,005 -3,057 0,092 n.s.
X3? -0,081 0,007 -10,953 0,008 *
X1X2 0,010 0,007 1,406 0,295 n.s.
X1X3 0,038 0,007 5,273 0,034 *
X2X3 -0,002 0,007 -0,246 0,829 n.s.

*

= Significativo al nivel de 5 % de probabilidad
n.s.= No significativo

Fuente: Elaboracion propia (2008)

b) Analisis de varianza

ANALISIS DE VARIANZA DEL MODELO COMPLETO

promedio : 0,703 Coeficiente de Determinacion R2: 0,948
desviacion : 0,044 Coeficiente de Variacion C.V. :6,30%

Fuente de Suma de S;ados Cuadrado F F
Variacion Cuadrados libertad Medio calculado | tabla
Regresidn 0,178607 9 0,0198452 10,134 4770 ¢
Residuo 0,009791 5 0,0019583

Falta de ajuste 0,009387 3 0,0031289 15,464 19,160 n.s.
Error puro 0,000405 2 0,0002023

Total 0,188398 14

Varianza explicada : 94,80%

Maxima Varianza explicada : 99,79%

X1 =NaCl (Be) ; X2 = pH inicial ; X3 = Cultivo (g/100 Kg);

* = Significativo al nivel de 5 % de probabilidad

Fuente: Elaboracidon propia (2008)
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Anexo 10. Andlisis estadistico para la variable respuesta sabor
a) Coeficientes del modelo de regresion completo

Coeficientes Error

de regresion  Estandar t @) P
INTERCEPTO 4,1003 1,541 2,660 0,117 n.s.
X1 -0,1891 0,240 -0,786 0,514 n.s.
X1 0,0227 0,016 1,393 0,298 n.s.
X2 -0,9396 0,358 -2,621 0,120 n.s.
X5? 0,1792 0,029 6,197 0,025 *
X3 43,7382 5,023 8,707 0,013 *
X3 -76,2687 8,400 -9,079 0,012 *
X1 X2 -0,0438 0,021 -2,100 0,171 n.s.
X1X3 0,3551 0,355 1,000 0,423 n.s.
XoX3 -2,3674 0,473 -5,000 0,038 *

* = Significativo al nivel de 5 % de probabilidad
n.s.= No signifivativo
X1 = Concentracion de salmuera (Be), X2 = pH inicial, X3 = Cultivo Lactico
Fuente: Elaboracion propia (2008)

b) Analisis de varianza

ANALISIS DE VARIANZA DEL MODELO COMPLETO

promedio : 5,6647 coef.debDeterminacién R2 : 0,7184

desviacioén : 0,2969 Coef. de variacién C.v. : 5,24%
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F F
variacion Cuadrados libertad Medio Calculado tabla

Regresiodn 1,1245 9 0,1249 1,42 4,77 n. s.

Residuo 0,4408 5 0,0882

Falta de ajuste 0,4175 3 0,1392 11,96 19,16 n. s.

Error puro 0,0233 2 0,0116

Total 1,5652 14

varianzaexplicada : 71,84%

|Maximavarianzaexplicada : 98, 51%

* = Significativo al nivel de 5 % de probabilidad

n. s. = No signifivativo

Fuente: Elaboracion propia (2008)
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Anexo 11.Andlisis estadistico para la variable respuesta color

a) Coeficientes del modelo de regresion completo

Coeficientes Error t (2) p
de regresion Estandar
INTERCEPTO 1,845 0,617 2,993 0,096 n.s.
X1 0,617 0,096 6,412 0,023 *
X12 -0,025 0,007 -3,843 0,062 n.s.
Xz 0,650 0,143 4,533 0,045 *
X5? -0,087 0,012 7,494 0,017  *
X3 10,947 2,009 5,448 0,032 *
X3? 4,520 3,360 1,345 0,311 ns.
X1 X2 0,023 0,008 2,800 0,107 n.s.
X1X3 -1,989 0,142 -14,000 0,005 *
XoX3 -0,265 0,189 -1,400 0,296 n.s.

* = Significativo al nivel de 5 % de probabilidad
n.s.= No signifivativo

Fuente: Elaboracién propia (2008)

b) Analisis de varianza

»
RIANZA L

- A MOL) ()
Coef. de Determinacion R2:

promedio 5,9113 0,9212
desviacion 0,1651 Coef. de variacién C.v. 2,79%
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F

variacion Cuadrados libertad Medio calculado

Regresiodn 1,5925 9 0,17695 6,49 4,77 *
Residuo 0,1363 5 0,02725

Falta de ajuste 0,1313 3 0,04375 17,50 19,16 n.s.
Error puro 0,0050 2 0,00250

Total 1,7288 14

varianza explicada 92,12%
IMaxima varianza explicada : 99,71%

X1 = NaCl (Be) ; % = pH inicial ; X3 = Cultivo (g/100 Kg);

* = Significativo al nivel de 5 % de probabilidad

n.s.= No signifivativo

Fuente: Elaboracidon propia (2008)
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Anexo 12. Andlisis estadistico para la variable respuesta textura

a) Coeficientes del modelo de regresién completo

Coeficientes Error t(2) p
de Estandar

regresion
INTERCEPTO 5,1764 1,330 3,892 0,060 n.s.
X1 -0,0233 0,207 -0,112 0,921 n.s.
X2 0,0252 0,014 1,796 0,214 n.s.
X5 0,0459 0,309 0,148 0,896 n.s.
X,? 0,0337 0,025 1,351 0,309 n.s.
X3 3,0303 4,335 0,699 0,557 n.s.
X3? 29,1624 7,248 4,023 0,057 n.s.
X1 X -0,0167 0,018 -0,927 0,452 n.s.
X1 X3 -0,5682 0,306 -1,854 0,205 n.s.
XoX3 -2,0833 0,409 5,099 0,036 *
* = Significativo al nivel de 5 % de

probabilidad
n.s.= No signifivativo

Fuente: Elaboracion propia (2008)

b) Analisis de varianza

ANALISIS DE VARIANZA DEL MODELO COMPLETO

promedio : 5,6647 coef. de Determinacién R2 : 0,7184

desviacién : 0,2969 Coef. de variacién C.v. : 5,24%
Fuente de Suma de Gradosde Cuadrado F F
variacion Cuadrados libertad Medio Calculado tabla

Regresiodn 1,1245 9 0,1249 1,42 4,77 n. s.

Residuo 0,4408 5 0,0882

Falta de ajuste 0,4175 3 0,1392 11,96 19,16 n. s.

Error puro 0,0233 2 0,0116

Total 1,5652 14

varianza explicada : 71,84%

|Maxima varianza explicada : 98,51%

* = Significativo al nivel de 5 % de probabilidad

n. s. = No signifivativo

Fuente: Elaboracidon propia (2008)

121



	Caratula
	Hoja de jurados
	Dedicatoria
	Indice general
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Capítulo I:  Revisión bibliográfica
	Capitulo II:   Materiales y Metodos
	Capitulo III:  Hipotesis e identificación de variables
	Capitulo IV:   Resultados y discusiones
	Conclusiones
	Recomendaciones
	Referencias bibliograficas
	Anexos



