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Introduccion

1. INTRODUCCION

El olivo es una de las plantas cultivadas mas antiguas. Su origen se remonta a
los afnos 4000-3000 antes de nuestra Era en la regiéon de Palestina. El olivo, Olea
europaea L., pertenece a la familia Oleaceae y es la unica especie de la familia con
fruto comestible. Alrededor del 90 % de las aceitunas producidas se destina a la
obtencion de aceite de oliva y el resto se consume directamente como aceitunas de mesa

(COI, 2007).

Durante siglos, tanto el aceite de oliva como extractos de hojas de olivo se han
empleado para tratar multiples enfermedades, muchas de ellas de origen microbiano.
Incluso en el Medievo, los alquimistas utilizaban el simbolo mostrado en la Figura 1
para designar al aceite de oliva como una entidad quimica distinta. En el siglo XIX
usaban extractos de hojas de olivo para combatir la malaria y hoy son numerosas las
empresas que comercializan estos extractos para el tratamiento, entre otros usos, de
enfermedades de origen microbiano. Sin embargo, los productos mas importantes que se
obtienen del olivo, desde un punto de vista comercial, son las aceitunas de mesa y el

aceite de oliva.

Figura 1: Simbolo utilizado por los alquimistas
medievales para designar al aceite de oliva como

una especie quimica distinta.

1.1. Alimentos obtenidos a partir de la aceituna

1.1.1. Aceite de oliva

Martinez y colbs. (1975a) definen el aceite de oliva como “el zumo oleoso de las
aceitunas separado de los demas componentes de este fruto. Cuando es extraido por
sistemas mecanicos correctos y procede de frutos de buena calidad, sin defectos ni
alteraciones, frescos y con la adecuada madurez, el aceite de oliva posee excepcionales
caracteristicas de fragancia y sabor delicado y es practicamente el unico entre los aceites

vegetales que puede consumirse crudo conservando integro su contenido en vitaminas,
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acidos grasos esenciales y otros productos naturales de importancia dietética”. Esta
definicidn, no obstante, es adecuada solo para determinados tipos de aceite de oliva. Un
gran porcentaje de la produccion de aceite de oliva se destina a la refinacion debido a
sus deficientes caracteristicas quimicas y organolépticas, con lo cual se originan

diferentes categorias de aceite de oliva.

La Reglamentacion Comunitaria actual (CE, 2001) distingue las siguientes

categorias de aceites de oliva para consumo:

1. Aceites de oliva virgenes: aceites obtenidos a partir del fruto del olivo
unicamente por procedimientos mecanicos u otros procedimientos fisicos, en
condiciones que no ocasionen la alteracion del aceite, y que no hayan sufrido
tratamiento alguno distinto del lavado, la decantacion, el centrifugado y la filtracion,
con exclusion de los aceites obtenidos mediante disolvente, mediante coadyuvante de
accion quimica o bioquimica, o por procedimiento de reesterificacion y de cualquier

mezcla con aceites de otra naturaleza.

Estos aceites seran objeto de la clasificacion exhaustiva y de las denominaciones

siguientes:

a) aceite de oliva virgen extra: aceite de oliva virgen con una acidez libre,
expresada en acido oleico, como maximo de 0,8 g por 100 g y cuyas otras

caracteristicas son conformes a las establecidas para esta categoria;

b) aceite de oliva virgen: aceite de oliva virgen con una acidez libre, expresada
en acido oleico, como maximo de 2 g por 100 g y cuyas otras caracteristicas son

conformes a las establecidas para esta categoria;

c) aceite de oliva lampante: aceite de oliva virgen con una acidez libre,
expresada en acido oleico, superior a 2 g por 100 g y/o cuyas otras caracteristicas son

conformes a las establecidas para esta categoria.

2. Aceite de oliva refinado: aceite de oliva obtenido mediante el refino de aceites

de oliva virgenes, cuya acidez libre, expresada en acido oleico, no podra ser superior a
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0,3 g por 100 g y cuyas otras caracteristicas son conformes a las establecidas para esta

categoria.

3. Aceite de oliva — contiene exclusivamente aceites de oliva refinados y aceites
de oliva virgenes: aceite de oliva constituido por una mezcla de aceite de oliva refinado
y de aceites de oliva virgenes distintos del aceite lampante, cuya acidez libre, expresada
en acido oleico, no podra ser superior a 1 g por 100 g y cuyas otras caracteristicas son

conformes a las establecidas para esta categoria.

4. Aceite de orujo de oliva crudo: aceite obtenido a partir del orujo de oliva
mediante tratamiento con disolvente o por medios fisicos, o que corresponda, con
excepcion de algunas caracteristicas determinadas, a un aceite de oliva lampante; con
exclusion de los aceites obtenidos por procedimientos de reesterificacion y de cualquier
mezcla con aceites de otra naturaleza y cuyas otras caracteristicas son conformes a las

establecidas para esta categoria.

5. Aceite de orujo de oliva refinado: aceite obtenido mediante refino de aceite de
orujo de oliva crudo, cuya acidez libre, expresada en acido oleico, no podra ser superior
a 0,3 g por 100 g y cuyas otras caracteristicas son conformes a las establecidas para esta

categoria.

6. Aceite de orujo de oliva: aceite constituido por una mezcla de aceite de orujo
de oliva refinado y de aceites de oliva virgenes distintos del lampante, cuya acidez libre,
expresada en acido oleico, no podra ser superior a 1 g por 100 g y cuyas otras

caracteristicas son conformes a las establecidas para esta categoria.»

Es obvio que los aceites de oliva virgenes son los que poseen las mejores
propiedades quimicas, organolépticas y nutricionales. Por tanto, estos aceites deben ser
obtenidos del fruto del olivo inicamente por procedimientos fisicos, en condiciones,
sobre todo térmicas, que no impliquen alteracion del aceite y que no hayan sufrido
tratamiento alguno distinto del lavado, la decantacion, el centrifugado y el filtrado

(Kiritsakis, 1998).
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Las ultimas estimaciones llevadas a cabo por el Consejo Oleicola Internacional
(COI, 2007) sobre produccion mundial de aceite de oliva para la campana 2006/2007
son de aproximadamente 2.800.000 t, de las cuales 2.200.000 t corresponden a la Unién
Europea y, en particular, 1.200.000 t a Espana. Por tanto, puede considerarse que

Espaia representa hoy dia mas del 40 % de la produccion mundial de aceite de oliva.

Aunque practicamente en todo el territorio nacional se produce aceite de oliva,
son las comunidades de Andalucia, Castilla la Mancha, Extremadura, Catalufia y
Valencia las principales productoras. Andalucia, y en particular las provincias de Jaén y
Cordoba, es la mayor region oleicola de Espafia (Civantos, 1999). Sélo en la provincia
de Jaén se elabora alrededor de la mitad del aceite de oliva de toda Espafa. La mayoria
de los olivos de esta provincia son de la variedad ‘Picual’, por lo que aproximadamente

el 45 % del aceite de Espafia y 20-25 % mundial pertenece a esta variedad.

Los aceites de la variedad ‘Hojiblanca’ son los segundos en importancia a escala
nacional y éstos son producidos mayoritariamente en las provincias de Cordoba, Malaga
y Sevilla. Los terceros en importancia son los de la variedad ‘Cornicabra’ localizados
fundamentalmente en Castilla-La Mancha y, en particular, en las provincias de Toledo y

Ciudad Real.

No tanto por su produccion, en continuo aumento, como por su aceptacion
comercial, son importantes los aceites de la variedad ‘Arbequina’, localizados sobre
todo en Catalufia, en particular en la provincia de Lleida; aunque en los ltimos afios se

ha incrementado bastante su presencia en Andalucia.

Otros aceites comercializados como monovarietales son los de las variedades
‘Lechin’ (Andalucia Occidental), ‘Empeltre’ (Aragon), ‘Picudo’ (Comarca de Baena),
‘Verdial’ (Huelva y Badajoz), ‘Manzanilla’ (Andalucia Occidental y Extremadura),

‘Blanqueta’ (Valencia), ‘Villalonga’, ‘Morrut’, etc.

No todo el aceite de oliva que se produce se puede comercializar como virgen,
por lo que cierto porcentaje debe ser refinado. Cada afio es menor este porcentaje
debido a la mejora en los procesos de elaboracion; sin embargo, un factor muy
importante a tener en cuenta son las condiciones climaticas, en especial las heladas. Por

ello, el aceite de oliva destinado a refinacion depende mucho de la campafia y puede
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oscilar entre el 20 y el 80 % del total obtenido. No obstante, es importante resaltar el
objetivo marcado por la mayoria de las almazaras de conseguir aceites de calidad con

vistas a su mejor comercializacion.

El aceite de orujo de oliva representa un pequeiio porcentaje del total de los
aceites procedentes de aceitunas. Asi, los datos aportados por el Consejo Oleicola
Internacional (COI, 2007) para la campafia 2006/2007 indican una produccion mundial

de aproximadamente 150.000 t, de las cuales 60.000 t corresponden a Espaia.

1.1.2. Aceituna de mesa

La aceituna de mesa es un alimento consumido durante méas de 2000 afios en los
paises de la cuenca mediterranea, siendo muy estimado hoy dia en todo el mundo. Ya en
el siglo I de nuestra era, el gaditano Columela (42), en su obra De Re Rustica, nos
ensefiaba que habia variedades de aceitunas mas apropiadas para su consumo directo
que para la obtencion de aceite y también explicaba diferentes métodos de preparacion

de aceitunas de mesa: en salmuera, alinadas, etc.

Segin la Norma de Calidad vigente emitida por el Consejo Oleicola
Internacional (2004), se denomina “aceituna de mesa al producto preparado a partir de
frutos sanos de variedades del olivo cultivado (Olea europaea L.) elegidas por producir
frutos cuyo volumen, forma, proporcion de pulpa respecto al hueso, delicadeza de la
pulpa, sabor, firmeza y facilidad para separarse del hueso los hacen particularmente
aptos para la elaboracion; sometidos a tratamientos para eliminar el amargor natural y
conservados mediante fermentacion natural o tratamiento térmico, con o sin
conservantes, envasados con o sin liquido de gobierno”. Esta nueva Norma clasifica las
aceitunas de mesa segun su grado de madurez en tres tipos: verdes, de color cambiante y
negras; y segun su forma de preparaciéon en: aderezadas, al natural, deshidratadas,
ennegrecidas por oxidacién y especialidades. La Reglamentacion Técnico Sanitaria

espafiola (BOE, n° 279, 2001) coincide, en gran medida, con la Norma del COL.

Sin embargo, desde un punto de vista comercial son tres los principales tipos de
aceitunas de mesa: verdes aderezadas al estilo espafiol, negras oxidadas o al estilo

californiano y negras naturales en salmuera o al estilo griego.
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Espafia es el principal pais productor de aceitunas de mesa, seguido de Turquia,
Egipto, Siria y otros (Figura 2). En particular, Andalucia representa alrededor del 70-80
% de la produccion nacional y Sevilla alrededor del 60 % de la andaluza. La produccién
ha aumentado considerablemente en las ultimas campanas, sobre todo la de aceitunas
destinadas a negras oxidadas. Espafia ocupa también el primer lugar mundial entre los
paises exportadores de este producto, destindndose mas del 50 % a la Union Europea y
Estados Unidos. Asimismo, un elevado porcentaje de la produccion de aceituna de mesa
se vende envasada bajo numerosas formas de presentacion comercial (deshuesadas,
rellenas, en rodajas, etc.). El total de exportaciones representa aproximadamente 500
millones de euros anuales (Asemesa, 2007) y la elaboracion de aceitunas de mesa
supone unos 7000-8000 puestos de trabajo, lo cual representa el 27 % del empleo

generado por el sector de conservas y preparados vegetales a nivel nacional.

Figura 2. Produccion media (millones de kg) de aceitunas de mesa durante las

campaiias 2004/2005, 2005/2006 y 2006/2007.
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Las principales variedades de aceitunas empleadas en Espafia para su consumo
de mesa son Manzanilla, Hojiblanca, Cacerena, Gordal, Morona, Alorefa y otras
(Figura 3) y las dos formas comerciales mas importantes en Espafia son las verdes al
estilo espafiol y las negras oxidadas. Las primeras suponen el 58 % de las aceitunas

exportadas y el resto corresponde a negras oxidadas.
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En ambos tipos de aceitunas, la participaciéon de microorganismos tanto en las
etapas de elaboracion como de conservacion del producto es fundamental. La presencia
de bacterias lacticas les confiere una estabilidad y caracteristicas organolépticas muy
demandadas por los consumidores, mientras que el desarrollo de otros microorganismos

pueden alterar el producto.

Figura 3. Produccion (millones de kg) de aceitunas de mesa en Espana durante la

campaiia 2005/2006.
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1.2. Elaboracion de aceite de oliva

Los principios fundamentales de la extraccion del aceite de oliva son los mismos
que se utilizaban antes de nuestra Era: preparacion de la pasta, mediante molturacion y
batido de las aceitunas, y separacion fisica de la fase oleosa del resto. Se separan
primero las fases sélida y liquida y de ésta se extrae el aceite. En la actualidad los
sistemas modernos son los denominados continuos y el que se emplea en la gran
mayoria de las almazaras de Espafa es el conocido como de dos fases. Un esquema del

proceso se recoge en la Figura 4 (Alba, 2001).
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Figura 4: Elaboracion de aceite de oliva por el sistema de extraccion continuo de dos

fases (Alba, 2001).
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Los frutos suelen recogerse después de la aparicion de compuestos antocianicos
en los mismos y, por consiguiente, despué¢s de cambiar la coloracion superficial de la
aceituna hacia tonos mas oscuros. En la actualidad, la recoleccion es un proceso muy
mecanizado que permite en un numero significativo de almazaras distinguir entre
aceitunas procedentes de “suelo” (desprendidas del arbol) y de “vuelo” (unidas al

arbol).
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La aceituna que llega a las almazaras tiene un porcentaje variable de materias
extrafias de muy diversa indole, tales como tierra, piedras, hojas, maderas, hierbas y
restos metalicos de maquinaria agricola, entre otros. La eliminacion de estos elementos
se lleva a cabo mediante el empleo de aire para los cuerpos ligeros y lavadoras con agua

y cribas para los cuerpos mas pesados que las aceitunas.

El primer paso necesario para obtener el aceite de oliva es la molturacion de las
aceitunas para destruir la estructura de los tejidos vegetales que permite la liberacion de

los globulos de aceite. (Catalano y Caponio, 1996).

El batido lento de la pasta de aceitunas es un complemento de cizallamiento de
las partes insuficientemente tratadas en el molino y, sobre todo, consigue la
coalescencia, en una fase oleosa continua, de las gotas de aceite dispersas en la pasta

molida. (Salas y Sanchez, 1999; Angerosa y colbs., 2001).

En algunas ocasiones la estructura de la pasta dificulta la extraccion del aceite
(pastas dificiles), y para conseguir optimizar el proceso de extraccidon es necesario
anadir coadyuvantes. El tnico permitido actualmente por la Union Europea es el talco
(silicato de magnesio hidratado), que no modifica las caracteristicas quimicas ni
organolépticas del aceite (Cert y colbs., 1996). El empleo de ciertas formulaciones
enzimdticas con alto contenido en enzimas pectinoliticos y celuloliticos da lugar
también a un mayor rendimiento en el proceso de extraccion de aceite de oliva aunque
ello depende, en gran medida, de la variedad de aceituna, el estado de maduracion de los

frutos, etc. (Ranalli y Serraiocco, 1995; Ranalli y colbs., 1999c).

La separacion solido-liquido constituye una etapa fundamental en la elaboracion
de aceite de oliva. El sistema de dos fases origina de un lado un zumo oleoso y, de otra
parte, una pasta acuosa (alperujo) constituida por el agua de vegetacion (alpechin) y el

resto so6lido de la pulpa (orujo).

Desde muy antiguo, la separacion de las fases liquidas del proceso de extraccion
de aceite de oliva formadas por un componente acuoso y otro oleoso se ha realizado por
decantacion natural en funcion de las diferencias de densidad que existe entre ellos. Sin
embargo, este procedimiento ha sido sustituido en las almazaras actuales por las

separadoras centrifugas verticales que permiten la separacion de los liquidos de una
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forma continua y rapida. En los sistemas de dos fases, la fase oleosa procedente del
decantador centrifugo horizontal se tamiza y se somete a la accion de una centrifuga
vertical donde se afade cierta cantidad de agua caliente (25-50°C) para facilitar la
separacion. La temperatura de este agua puede tener cierta influencia sobre la calidad

del aceite obtenido (Cert y colbs., 1996).

Una vez extraido el aceite de oliva, debe conservarse hasta su comercializacion,
no mas de 1-2 afios. Hoy dia esta es una practica bastante extendida en las almazaras y
la bodega en la que se conservan los aceites suele estar termostatizada a temperaturas
entre 15-18 °C con vistas a evitar congelaciones del aceite a bajas temperaturas o

aceleracion de la oxidacion del aceite debido a altas temperaturas (Alba, 2001).

Aunque un pequefio porcentaje del aceite de oliva virgen se comercializa “en
rama”, es decir, se envasa directamente desde el deposito de almacenamiento, la mayor
parte del mismo, y por supuesto todo el aceite de oliva, se somete a un proceso de

filtracion antes del envasado.

1.3. Elaboracion de aceitunas de mesa

Aunque existen numerosos métodos de elaboracion de aceitunas de mesa, son
tres las principales preparaciones comerciales a escala mundial: verdes al estilo espafiol,

negras oxidadas y negras naturales al estilo griego.

1.3.1. Verdes al estilo espafiol

Entre todos los tipos comerciales de aceitunas de mesa, las verdes estilo espafiol
son las mas populares, siendo Espafia el principal productor y la variedad Manzanilla la
mas empleada en este tipo de preparacion (Garrido-Fernandez y colbs., 1997). El
proceso de elaboracion de estas aceitunas se refleja en la Figura 5. Los frutos se recogen
en los meses de septiembre y octubre cuando alcanzan una coloracion verde-amarillenta
y se colocan directamente en una solucién alcalina de baja graduacion (aprox. 2 %) o, a
veces para determinadas variedades, se dejan en reposo durante unas horas antes de

dicho tratamiento con objeto de evitar problemas de despellejado en el producto final.
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El tratamiento con hidroxido sodico es una etapa fundamental puesto que (1)
elimina el amargor de los frutos como consecuencia de la hidrolisis del glucésido
oleuropeina (Brenes y de Castro, 1998), (2) permeabiliza la piel por lo que aumenta la
velocidad de difusion de nutrientes a la salmuera de fermentacion (Rodriguez-Borbolla
y colbs, 1956) y (3) transforma los compuestos clorofilicos favoreciendo la obtencion

de un color amarillo en el producto final (Minguez y colbs. 1989).

Figura 5. Proceso de elaboracion de aceitunas verdes al estilo espaiol
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Después de dicho tratamiento alcalino, las aceitunas se sumergen en agua
durante 10-15 horas y, a continuacion, se colocan en una solucion salina de 10-11 % de
cloruro sédico (p/v). Es en esta salmuera donde se produce el desarrollo de una serie de
microorganismos caracteristicos del proceso de elaboracion de aceitunas verdes al estilo

espafiol. Durante los primeros dias crecen distintas especies de bacilos Gram- negativos
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pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. A continuacion, cuando el pH alcanza
alrededor de 7 unidades, comienza el crecimiento exponencial de lactobacilos, en
especial Lactobacillus pentosus, desarrollindose también distintas levaduras cuya
presencia se mantiene hasta el final de la fermentacion (Rodriguez-Borbolla y Rejano,
1979). Una vez completada la fermentacién, se procede a su envasado como aceitunas

enteras, deshuesadas, rellenas, etc., siendo habitual una pasterizacion final.

El crecimiento de bacterias lacticas en las salmueras de fermentacion es
fundamental para la obtencion de un buen producto final. Sin embargo, a veces su
desarrollo est4 limitado por una elevada concentracion de sal en el medio y por el tipo
de tratamiento alcalino. Estd bien documentado que el empleo de una concentracion
baja de hidroxido so6dico provoca la inhibicion del crecimiento de las bacterias lacticas
(Rodriguez-Borbolla y colbs., 1969; Rodriguez-Borbolla y Rejano, 1979), lo cual se ha
relacionado con la presencia de compuestos inhibidores en las mismas que no han sido

eliminados por el tratamiento con hidroxido sodico.

Existe un cierta inquietud cientifica y comercial hacia la preparacion de
aceitunas verdes sin tratamiento alcalino mediante el empleo de bacterias lacticas
capaces de destruir/hidrolizar los compuestos responsables del amargor de los frutos
(Ciafardini y colbs., 1994; Ciafardini y Zullo, 2000; Servili y colbs., 2006). No
obstante, la presencia de inhibidores del crecimiento de estos microorganismos limita su

desarrollo industrial.

1.3.2. Negras oxidadas

Son aceitunas obtenidas en los meses de octubre y noviembre de frutos con
coloracion superficial amarilla con ciertas tonalidades rosaceas. En la Figura 6 se refleja
el proceso de elaboracion de este producto. La recoleccion suele llevarse a cabo
mediante maquinas vibradoras y los frutos se lavan y se les quitan las hojas una vez que
llegan a las empresas. A continuacion, se sumergen en una solucion acidificada con
acido acético donde se conservan durante meses hasta la siguiente etapa, que consiste en
un tratamiento con hidréxido sodico de las aceitunas y su posterior oxidaciéon mediante
aireacion hasta conseguir el color negro caracteristico de esta forma de elaboracion, que

se fija mediante un tratamiento con una sal ferrosa. Finalmente, el producto se envasa y
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se esteriliza, ya que su baja acidez (pH > 4,6) no permite su comercializaciéon sin este

tratamiento térmico.

Figura 6. Proceso de elaboracion de aceitunas negras oxidadas.
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El liquido de conservacién empleado en Espaina durante muchos afios en este

tipo de elaboracion de aceitunas, ha sido una salmuera acidificada con acético,

mantenida bajo condiciones aerobicas (Brenes y colbs., 1986). Sin embargo, los

problemas medioambientales que genera el empleo de cloruro sédico ha incitado al

estudio de métodos alternativos sin la presencia de sal, aunque para ello es necesario el

uso de mayores concentraciones de acido acético (de Castro y colbs., 2007).

Con ambos sistemas, los microorganismos que se desarrollan en los liquidos de

conservacion son levaduras (Sanchez y colbs., 2006). A veces, cuando la concentracion
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de sal y acido son muy bajas, y dependiendo de la variedad, también crecen bacterias

lacticas (Rodriguez-Borbolla y colbs., 1971).

Por tanto, una alternativa al uso de sal y concentraciones elevadas de acido para
la conservacion/fermentacion de estas aceitunas podria ser el desarrollo de bacterias
lacticas que originen una cantidad suficiente de acido para mantener la estabilidad del

producto.

Los estudios llevados a cabo hasta ahora indican que el crecimiento de bacterias
lacticas en aceitunas no tratadas con hidroxido sédico y concentraciones bajas de sal es
posible para algunas variedades tales como Alorefia (Garcia y colbs., 1992), Gordal
(Duran y colbs., 1991) y Conservolea (Panagou y colbs., 2003). Sin embargo, es mucho
mas dificil y variable para las variedades Manzanilla y Hojiblanca (Rodriguez-Borbolla
y colbs., 1971; Duran y colbs., 1993), probablemente debido a la presencia de

compuestos inhibidores para dichas bacterias en los medios liquidos.

1.3.3. Negras naturales al estilo griego

La produccion de este tipo de aceitunas es baja en Espafia, aunque es un
producto muy apreciado por los consumidores mediterraneos. Hay que indicar que este
tipo de aceitunas es el tercero en importancia a escala internacional. Se les denomina
naturales en muchos paises puesto que son las Unicas que no son sometidas a
tratamiento con hidroxido sddico y desarrolla color negro de manera natural. Se recogen
cuando tienen un color negro superficial y tonalidades moradas hasta casi la mitad de la
pulpa. Por tanto, son unas aceitunas con una concentracion baja de oleuropeina ya que
la concentracion de este glucosido disminuye en las aceitunas con el avance de la

maduracion (Amiot y colbs., 1986)

Los frutos se colocan directamente en una salmuera ligeramente acidificada con
acido acético (Figura 7). Los principales microorganismos que se desarrollan durante su
permanencia en salmuera son levaduras, estando limitado el crecimiento de bacterias
lacticas por la concentracion de cloruro sédico empleada (Tassou y colbs., 2002). A
continuacion, los frutos se envasan enteros (con hueso), bien en salmueras acidificadas

o al vacio, rajados, con vinagre, aceite y/o pasterizados.
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Figura 7. Elaboracion de aceitunas negras naturales al estilo griego.
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Cuando la concentracion de sal en la salmuera es muy baja, pueden crecer
bacterias lacticas que acidifican el medio, bajan el pH y provocan una intensificacion de
las tonalidades rojas del producto frente a las negras/oscuras demandadas por los
consumidores (Garcia y colbs., 1982). Aun asi, se ha estudiado el crecimiento de
bacterias lacticas durante la conservacion/fermentacion de estas aceitunas con objeto de
hidrolizar la oleuropeina, acelerar el proceso fermentativo (Servili y colbs., 2006) y
conseguir la estabilidad del producto. De hecho, en diversos paises (Australia, Peru,
etc.) se persigue una fermentacion lactica de estas aceitunas con vistas a evitar

alteraciones producidas por otros microorganismos durante el proceso de fermentacion.
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1.4. Compuestos polifendlicos y oleosidicos en productos derivados de la aceituna

1.4.1. Fruto fresco

Se describi6 en aceitunas y hojas de olivo la presencia de un compuesto amargo
al que se denomind oleuropeina con propiedades quimicas parecidas a las de los taninos
(Bourquelot y Vintilesco, 1908). Sin embargo, no fue hasta mediados del siglo XX
cuando se descubri6 la completa estructura de dicha sustancia (Panizzi y colbs., 1960).
Como se puede observar en la Figura 8, la oleuropeina esta formada por una molécula
de glucosa unida mediante enlace glucosidico al acido elendlico y éste mediante un

enlace éster al ortodifenol hidroxitirosol.

La oleuropeina se considera el compuesto polifendlico mayoritario de la pulpa
de las aceitunas (Amiot y colbs., 1986), aunque su concentracion disminuye con la
maduracion de los frutos a la vez que aumenta la de hidroxitirosol 4-glucosido, que

llega incluso a ser mayoritario en aceitunas negras maduras (Romero y colbs., 2002a).

Otros glucosidos identificados en pulpa de aceitunas son demetiloleuropeina
(Ragazzi y Veronese, 1973), ligustrésido (Kubo y Matsumoto, 1984), verbascosido
(Amiot y colbs., 1986), oleurésido (Kuwajima y colbs., 1988) y salidrosido (Maestro y
colbs., 1994). Estas sustancias se encuentran no sé6lo en las aceitunas sino en la mayoria

de las Oleaceas.

Entre los fenoles simples, ademas de hidroxitirosol y tirosol, se ha descrito la
presencia en pulpa de aceitunas de los acidos cafeico, p-cumadrico y vanillico (Brenes y
colbs., 1992). Son numerosos también los flavonoides encontrados en pulpa fresca
aunque los mas ampliamente descritos han sido luteolina 7-glucésido, apigenina 7-
glucdsido y rutina (Vazquez y colbs., 1974). Otros flavonoides coloreados son las
antocianinas, que al aumentar su concentracion con la maduraciéon de los frutos,
provocan el cambio de color de amarillo a violeta y negro. En la pulpa de aceitunas
maduras se han descrito diferentes tipos de antocianinas, siendo las mas importantes
cinanidina-3-rutindsido y cianidina-3-glucosido (Vazquez y Maestro, 1970, Romero y
colbs., 2002b). Asimismo, nuzenida y salidrésido son dos de los compuestos fenolicos

mayoritarios de la semilla de aceitunas (Maestro y colbs., 1994).
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Figura 8. Estructuras quimicas de compuestos fenolicos y oleosidicos presentes

en aceitunas

R R
(R = OH) Hidroxitirosol
HO 0OCH; OH (R=H) Tirosol

o
¢ HO
X
HO. Hidroxitirosol 1-glucésido
P~ o
OGlucosa
HO

OGlucosa
(R = OH) Oleuroptna HO. Hidroxitirosol 4-glucésido
(R =H) Ligustrésido
OH
GlucosaO
Hom COOH COOH
o]
HO — COOH Z -
X
Demetiloleuropeina
o]
OH
OGlucosa OH OH

HO ) )
m Acido p-cumaérico Acido cafeico
(@]
HO O= COOCH; FOCH COoH

Ester acido cafeico

unido a secologanésido X
Oleurésido o
P /
o L
OGlucosa HO ° o
HO H
OH
HO Verbascésido OH
HO—@CH:CH—COO—GIucosa—o(;HZ-CHz OH

Ramnosa

19



Introduccion

Figura 8 cont.
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Igualmente, compuestos polifendlicos encontrados en pequefias cantidades en
aceitunas son vanillina, hidroxitirosol glicol y catecol (Bianchi y Pozzi, 1994; Romero y

colbs., 2004b).

Recientemente se han identificado otros compuestos en aceitunas como
comselogosido (Karioti y colbs., 2006), hidroxitirosol aciclodihidroelenolato (Obied y
colbs., 2007), el éster del acido cafeico unido a secologanésido (Innocenti y colbs.,

20006), glucdsidos de oleuropeina y dimeros de oleuropeina (Cardoso y colbs., 2006)

Asimismo, las Oleaceas contienen un elevado nimero de compuestos
oleosidicos con o sin molécula polifendlica en su estructura. Todos proceden de la ruta
del acido mevalonico, loganin y secologanin (Damtoft y colbs., 1993). Los cuatro
oledsidos sin naturaleza fendlica mas ampliamente descritos en aceitunas son el

oledsido 11-metil éster, oledsido, secoxyloganin y secologanosido.

1.4.2. Aceite de oliva

Los primeros experimentos realizados para la determinacidon cuantitativa de
polifenoles en el aceite de oliva se deben a Cantarelli (1961). Estableci6 un método
analitico colorimétrico de polifenoles totales basado en su oxidacion con permanganato
potasico y comprobo la influencia de la maduracion de los frutos ,y de los sistemas de
extraccion, sobre el contenido de los aceites en dichas sustancias, asi como su posible

actividad antioxidante (Montedoro y Cantarelli, 1969).

En 1970, Vazquez y Maestro, establecieron un método de determinacion
colorimétrica de polifenoles en pulpa de aceitunas basado en la reaccion con el reactivo
de Folin-Denis, mucho mas especifico para la determinacion de polifenoles que el
basado en la reaccion con permanganato potéasico. Este método fue adaptado para

polifenoles del aceite una vez extraidos mediante una solucién metandlica (Vazquez y

colbs., 1973).

Posteriormente, Gutfinger (1981) mejor6é el método propuesto por Vazquez y
colaboradores mediante el uso del reactivo de Folin-Ciocalteau. Ademads, propuso un

método colorimétrico para analizar en los aceites s6lo los compuestos ortodifendlicos.
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Sobre la naturaleza de los polifenoles presentes en el aceite de oliva, los
primeros estudios indicaron la posible presencia de acido cafeico y protocatéquico
mediante su identificacion por cromatografia en capa fina (Montedoro y Cantarelli,
1969). Posteriormente, Ragazzi y Veronesse (1973), usando columnas de poliamida
identificaron en la fraccion principal el tirosol (4-hidroxifeniletanol) y el hidroxitirosol
(3,4-dihidroxifeniletanol). Vazquez y colbs. (1976) mediante cromatografia en capa fina
indicaron la presencia de las flavonas luteolina y apigenina, ademés de los é4cidos
vanillico y p-cumdrico. Solinas y colbs. (1978) mediante identificacion por

cromatografia en capa fina encontraron en los aceites aglucona de oleuropeina.

La aparicion de la cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) en la década de
los 80 introdujo la posibilidad de separar todos los componentes fendlicos presentes en
el aceite de oliva (Graciani y Vazquez, 1981). Sin embargo, no fue hasta la década de
los 90 cuando el grupo de investigacion liderado por el profesor G. F. Montedoro
descubrié la estructura de los principales compuestos fendlicos del aceite de oliva
(Montedoro y colbs., 1992; Montedoro y colbs., 1993). Estos investigadores utilizaron
CLAE asociada a columnas C;g para la separaciéon de los compuestos, columnas
semipreparativas para aislarlos, y para su identificacién usaron resonancia magnética
nuclear (RMN). Como resultado de esta metodologia, concluyeron que los principales
compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva eran las agluconas de oleuropeina y
ligustrosido (Figura 8), junto con la forma dialdehidica de acido -elendlico
decarboximetilada unida a hidroxitirosol. Posteriormente, mediante cromatografia
liquida acoplada a deteccién por espectrometria de masas Cortesi y colbs. (1995b),
confirmaron la presencia en el aceite de los compuestos ya identificados y encontraron
ademas la aglucona de ligustrésido en su forma monoaldehidica. Finalmente, Rovellini
y colbs. (1997) detectaron la presencia de luteolina y apigenina en los aceites mediante

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas.

En los ultimos afios, se ha informado de la presencia de otros compuestos
fenolicos en el aceite de oliva (acidos siringico, homovanillico y o-cumarico (Tsimidou
y colbs., 1996), glucosidos de hidroxitirosol (Bianco y colbs., 1998) e incluso
oleuropeina (Perri y colbs., 1999); aunque no han sido confirmados por diferentes

investigadores.
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1.4.3. Aceitunas de mesa

En aceitunas de mesa, por el contrario, son pocos los trabajos llevados a cabo
sobre los distintos polifenoles y oledsidos, y su implicacion en los procesos de
elaboracion, a diferencia del nimero elevado de trabajos sobre la importancia de estos

compuestos en el aceite de oliva, alpechines y alperujos.

Una de las etapas fundamentales del proceso de elaboracion de aceitunas verdes
al estilo espafiol es el tratamiento con hidroxido sodico. Este implica la hidrolisis del
enlace éster de la oleuropeina y la liberacion del polifenol hidroxitirosol y el glucésido
del acido elendlico (oledsido 11-metil éster) (Brenes y colbs., 1995). Después, y debido
a las condiciones acidas generadas durante el proceso fermentativo, el oledsido es

hidrolizado en 4cido elenolico y glucosa (Brenes y de Castro, 1998).

Los principales cambios detectados durante la conservacion/fermentacion de
aceitunas destinadas a negras oxidadas son la difusion de los compuestos polifenodlicos
desde la pulpa al medio liquido y su hidrolisis acida (Brenes y colbs., 1993). Asi, estos
medios liquidos se enriquecen en hidroxitirosol, tirosol y verbascésido, entre otros.
Posteriormente, el tratamiento con hidroxido sédico hidroliza la oleuropeina residual de
la pulpa y el verbascosido (Brenes y colbs., 1992). Finalmente, la aireaciéon en medio
alcalino de las aceitunas provoca la oxidaciéon y polimerizacion de compuestos
ortodifenolicos, dando lugar al color negro caracteristico de esta forma de preparacion

comercial.

En aceitunas negras naturales, los cambios en los compuestos polifenolicos
durante su fermentacion en salmuera son muy parecidos a los comentados para las
negras oxidadas (Romero y colbs., 2004a). Es interesante resaltar la hidrélisis paulatina
en el medio liquido acidificado del hidroxitirosol 4-glucésido y de las agluconas

secoiridoides en la fase oleosa de la pulpa de las aceitunas.

En aceitunas verdes al estilo espafiol, negras oxidadas y negras naturales
envasadas se han encontrado como polifenoles mas representativos en el jugo de los
frutos hidroxitirosol, tirosol, salidrosido y verbascosido (Romero y colbs., 2004b). Por

otra parte, en la fase oleosa de estas aceitunas los polifenoles mas importante fueron
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hidroxitirosol, tirosol, catecol, vanillina, acido wvanillico, hidroxitirosol acetilado,
pinoresinol y I-acetoxipinoresinol. No se detectd la presencia de los flavonoides
luteolina y apigenina ni de las agluconas secoridoides caracteristicas del aceite de oliva
(Garcia y colbs., 2003), esto es, las agluconas de oleuropeina (HyEA) y ligustrésido
(TyEA) y las formas dialdehidicas decarboximetiladas de las agluconas de oleuropeina

(HyEDA) y ligustrésido (TyEDA).

Ademés de los compuestos polifendlicos y oleosidicos comentados con
anterioridad, investigadores italianos han encontrado en aceitunas no tratadas con
hidréxido sédico la presencia de oledsido 11-metil éster y agluconas de oleuropeina y
ligustrosido (Marsilio 'y colbs., 2006), entre ellas la forma dialdehidica

decarboximetilada de la aglucona de la oleuropeina (Servili y colbs., 2006).

1.5. Compuestos antimicrobianos en alimentos

A pesar del incremento en la higiene y el avance tecnoldgico en la elaboracion
de alimentos, siguen produciéndose numerosos casos de toxiinfecciones alimentarias
debidas a microorganismos patogenos. Los alimentos comercializados son generalmente
seguros, en cambio, los productos caseros son mas sensibles a una posible
contaminacion microbiologica. Recientemente se han detectado patdégenos virulentos,
incluso en productos acidificados (Miller y colbs., 1994). Asimismo, los consumidores
estan evitando continuamente el consumo de productos que contengan conservantes
quimicos, por lo que la demanda de conservantes naturales y seguros esta en aumento

(Draughon, 2004).

Algunas plantas, hierbas, especias y ciertos alimentos contienen sustancias que
poseen actividad antimicrobiana. Entre ellos, el vino y el t€¢ son dos de los productos
con mayor actividad bactericida atribuida. Se ha evaluado la supervivencia de
Salmonella Typhimurium, Shigella sonnei y Escherichia coli en diversas bebidas (cola,
cerveza, leche y vino) (Sheth y colbs., 1988) y fue el vino el que presentdé mayor
actividad bactericida. El etanol ha sido descartado como responsable de esta actividad al
poner en contacto diversos patdgenos con vino tinto y blanco durante 20 minutos de
contacto (Weisse y colbs., 1995). Sin embargo, otros investigadores han atribuido esta

actividad al efecto combinado del etanol, acidos organicos y bajo pH (Mereto y colbs.,

24



Introduccion

2004). También se ha encontrado actividad bactericida frente a Listeria en el mosto de
uva tinta, libre de etanol y conservantes, lo que se relaciond con la composicion
fenolica, en particular la fraccion fenolica polimérica (Rhodes y colbs., 2006). Incluso
algunos fenoles simples del vino y de la uva, como &cido galico, flavonoides,
antocianinas y otros (Papadopoulo y colbs., 2005; Wen y colbs., 2003), han demostrado

actividad antimicrobiana in vitro.

El té es otro de los alimentos al que se le atribuye una elevada actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas y en menor medida frente a Gram-
negativas (Toda y colbs., 1989). Asimismo, varios estudios revelan que fracciones
purificadas de catequinas procedentes de té verde y negro inhiben el crecimiento de
muchas especies bacterianas (Ikigai y colbs., 1993; Yam y colbs., 1997). Ademas, las
teflavinas procedentes de t¢ negro muestran un fuerte efecto antimicrobiano frente a
Bacillus cereus (Friedman y colbs., 2006). Por tanto, parece ser que la actividad

bactericida del té esta relacionada con el nivel de catequinas y teflavinas.

Del mismo modo, se ha indicado que extractos de café presentan una potente
accion antibacteriana frente a un amplio espectro de microorganismos (Okabe y colbs.,
2003; Toda y colbs., 1989). La cerveza se ha considerado un producto seguro desde
hace décadas frente a patdogenos debido a su bajo pH y contenido en etanol (L"Anthoén
y Ingledew 1996), aunque también podrian estar implicados ciertos compuestos en su
estabilidad. La leche posee un sistema antimicrobiano natural, el sistema
lactoperoxidasa, que ha sido utilizado en varias ocasiones para preservar la calidad de la
leche cruda (Seifu y colbs., 2005). Finalmente, el vinagre, debido a su alto contenido en
acido acético, es muy efectivo para prevenir el crecimiento bacteriano en alimentos

(Entani y colbs., 1998; Wu y colbs., 2000).

Ademas de microorganismos responsables de enfermedades transmitidas por los
alimentos, se ha demostrado in vitro una elevada actividad bactericida frente a
Helicobacter pylori por parte de alimentos, hierbas y aceites esenciales (Bergonzelli y
colbs., 2003; Chum y colbs., 2005; Stamatis y colbs., 2003; Tabak y colbs., 1996). Este
microorganismo es el causante de la mayoria de tulceras y cénceres de estomago.
Diversos alimentos han presentado actividad frente a H. pylori in vitro, entre otros, vino

tinto, (Mahady y cobs., 2003; Marimon y colbs. 1998), brotes de guisantes (Ho y colbs.,
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2000), t¢ verde (Matsubara y colbs., 2003) y zumo de arandanos (Burger y colbs.,
2000). En muchos casos, la actividad bactericida de estos extractos de hierbas y
alimentos ha sido relacionada con su contenido fenélico, en particular flavonoides
(Fukai y colbs., 2002; Kim y colbs., 2006; Mabe y colbs., 1999), resveratrol (Mahady y
colbs., 2003) y taninos hidrolizables (Funatogawa y colbs., 2004). El mecanismo por el
cual los compuestos fendlicos afectan al crecimiento de H. pylori es desconocido, pero
se han propuesto diferentes teorias, por ejemplo, la inhibicién de la actividad ureasa
(Lin y colbs., 2005), adhesion al moco gastrico humano (Burger y colbs., 2000),
desintegracion de la membrana externa (Nohynek y colbs., 2006) o la inhibicion de la
citoxina VacA que causa el desarrollo de la inflamacion y la ulceracion en pacientes

(Ruggiero y colbs., 2006; Yahiro y colbs., 2005).

Sin embargo, estudios in vivo con ajo (McNulty y colbs., 2001), jalapefio
(Graham y colbs., 1999), extractos de canela (Nir y colbs., 2000), brécoli (Opekun y
colbs., 2005) y zumo de arandanos (Zhang y colbs., 2005) fracasaron para erradicar la
infeccion por H. pylori en contra de los resultados positivos obtenidos en experimentos
in vitro. A pesar de esto, los investigadores recomiendan el consumo de estos alimentos
naturales como agentes preventivos (Mahady y colbs., 2003) o en combinacién con

antibioticos para combatir la infeccion bacteriana. (Yanagawa y colbs., 2003).

Una de las causas de la poca efectividad de estos alimentos in vivo frente a H.
pylori pueden ser los cambios que sufren los compuestos fenolicos durante el transito
estomacal. Se ha encontrado que el ambiente 4cido es capaz de hidrolizar las
procianidinas del cacao (Spencer y colbs., 2000), aunque también una gran estabilidad
en el jugo gastrico (Rios y colbs., 2002). El enlace éster del acido clorogénico es
asimismo estable a los valores de pH encontrados en el estdomago (Olthof y colbs.,
2001). Los principales compuestos fenolicos en el aceite de oliva son las agluconas
secoiridoides de la oleuropeina y el ligustrésido, los cuales se hidrolizan durante el
almacenamiento del aceite de oliva en fenoles simples como hidroxitirosol y tirosol
(Brenes y colbs., 2001). Estos dos ultimos compuestos y la oleuropeina parecen ser
estables en el jugo gastrico (Gikas y colbs., 2006; Vissers y colbs., 2002) aunque no sus
agluconas (Burger y colbs., 2000).
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1.6. Compuestos antimicrobianos en productos y subproductos del olivo

1.6.1. Aceite de oliva

El aceite de oliva virgen es uno de los pocos aceites vegetales que se consumen
sin refinar, lo que implica que, ademdas de su contenido en triglicéridos, contiene una
cantidad significativa de compuestos minoritarios bioactivos como esteroles, vitaminas,
escualeno, polifenoles, etc. Entre ellos, son los compuestos fenolicos los que
recientemente han recibido una atencion especial debido a sus beneficios sobre la salud

(D"Angelo y colbs., 2005; Tuck y colbs., 2002; Visioli y colbs., 2005).

Se ha descubierto que estas sustancias ejercen in vitro una potente actividad
antioxidante y pueden reducir la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (Visioli y
colbs, 2005), aunque los resultados obtenidos in vivo fueron contradictorios (Vissers y
colbs., 2004). También se han encontrando otras bioactividades como la prevencion de
ciertos tipos de cancer (D"Angelo y colbs., 2005; Hamdi y colbs., 2005), acciéon anti-
inflamatoria (Beauchamp y colbs., 2005) y antimicrobiana (Keceli y Robinson, 2002).

A pesar del conocimiento de la actividad antimicrobiana de los polifenoles
presentes en el fruto del olivo (Fleming y colbs, 1973), alpechin (Capasso y colbs.,
1995; Pérez y colbs., 1992) y hojas de olivo (Markin y colbs., 2003; Korukluoglu y
colbs., 2008), hay muy pocos estudios en el campo del aceite de oliva (Keceli y
Robinson, 2002; Radford y colbs., 1991). Ademas, estos investigadores han analizado
solo los polifenoles minoritarios del aceite (fenoles simples), pero no las agluconas
secoiridoides de la oleuropeina y ligustrésido y los lignanos, los cuales son los
componentes mayoritarios (Montedoro y colbs.,, 1993 Brenes y colbs., 2000).
Asimismo, hay numerosos articulos que describen la actividad antimicrobiana de la
oleuropeina (Tassou y Nychas, 1994; Tassou y Nychas, 1995; Zanichelli y colbs., 2005;
Bisignano y colbs., 1999; Furneri y colbs., 2002), el compuesto fendlico mayoritario en
el fruto de la aceituna aunque presente en muy baja cantidad en el aceite de oliva

(Montedoro y colbs., 1993).

Se ha atribuido también actividad microbicida a los 4acidos grasos y

monoglicéridos de diversos aceites frente a un amplio espectro de bacterias y levaduras
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(Bergsson y colbs., 2001), lo cual podria suceder también con el aceite de oliva.
Asimismo, aldehidos a, P-insaturados de cadena larga en aceitunas y en los
componentes del flavor del aceite de oliva han demostrado una notable actividad frente
a patogenos del tracto intestinal y del respiratorio (Kubo y colbs., 1995; Trombetta y
colb., 2002; Bisignano y colbs., 2001; Battinelli y colbs., 2006).

Numerosos estudios proponen a determinados alimentos y sus compuestos
fendlicos como moduladores de la microbiota del intestino, incrementando el
crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos y disminuyendo bacterias dafiinas como
los clostridios (Lee y colbs., 2001; Koo y Cho, 2004; Park y colbs., 2005). La ingestion
de aceite de oliva puede por tanto contribuir a un buen equilibrio en la microbiota
intestinal, si se demuestra la intervencion de los compuestos polifendlicos en el
crecimiento o inhibicion de dichos microorganismos. A pesar del gran numero de
articulos publicados sobre el aceite de oliva y sus polifenoles y sus propiedades sobre la
salud, ninguno se ha enfocado en la inhibicion de H. pylori. Estudios recientes han
detectado que la sustitucion de grasa animal por aceite de oliva en la dieta produce una
reduccion significante de ulceras gastricas en pacientes (Taits, 1986), y otros trabajos
relacionan el consumo de aceite de oliva con la reduccion en la secrecion de jugo

gastrico (Serrano y colbs., 1997).

Hoy en dia, sigue siendo necesario disponer de nuevos métodos para reducir o
eliminar patdgenos de los alimentos y, ademas, cada vez son mas demandados los
bioconservantes procedentes de plantas, alimentos naturales (Draughon, 2004) y aceites
esenciales (Burt, 2004). El aceite de oliva puede consumirse bien directamente en pan y
en ensaladas frescas o bien en la preparacion de platos caseros (mayonesas (Lock y
colbs., 1996), pasteles, otros), atin en lata (Caponio y colbs., 2003), alifios de ensaladas
(Paraskevopoulou y colbs., 2005), en alimentos carnicos (Kayaardi y Gok, 2004), en la
conservacion de quesos y pescados (Tassou y colbs., 1996). Ademas de esto, el aceite
de oliva ha sido utilizado durante siglos como conservante alimentario, en medicina
tradicional y en cosmética (Anchisi y colbs., 2001), permaneciendo sus compuestos

biactivos aun sin descubrir.
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1.6.2. Aceitunas de mesa

Son varios los factores limitantes del crecimiento de microorganismos en
aceitunas de mesa. En primer lugar la disponibilidad de nutrientes, en especial de
hidratos de carbono que actiian como sustratos de la conveniente fermentacion lactica.
La aceituna es un fruto con bajo contenido en azucares, aunque suficiente para el
desarrollo de microorganismos en las soluciones de conservacion y fermentacion de
aceitunas de mesa (Montafio y colbs., 1993; Garrido y colbs., 1993). Sin embargo, son
pocos los datos disponibles sobre el contenido pormenorizado de carbohidratos en las
variedades espafolas de aceitunas destinadas a mesa. Algunos investigadores han
relacionado la intensidad del proceso fermentativo de las aceitunas verdes al estilo
espafiol con el contenido de azucares en las salmueras, en concreto la mayor facilidad
de fermentacion lactica de las aceitunas de la variedad Gordal frente a Manzanilla
(Vaughn y colbs., 1943); no obstante, estudios sobre el contenido de azucares en pulpa
indican que el contenido en estas sustancias es muy similar para ambas variedades, por
lo que no parece ser el factor determinante para las diferencias encontradas en el
desarrollo de bacterias lacticas (Rodriguez-Borbolla y colbs., 1956; Garcia y colbs.,
1995). Por otra parte, la cantidad de aminoacidos (Montafo y colbs., 2000) y vitaminas
(Ruiz-Barba y Jiménez-Diaz, 1995) en las salmueras de fermentacion de aceitunas

tampoco se considera un factor limitante para el desarrollo de estos microorganismos.

Ademas de los acidos organicos presentes en la pulpa de aceitunas frescas y los
generados en los procesos fermentativos, estd permitido en aceitunas de mesa el uso de
los 4cidos lactico, acético, citrico, ascorbico, sorbico y benzoico. Las formas sin ionizar
de dichos acidos y el pH que originan constituyen uno de los factores mas utilizados en
la industria del aderezo para controlar el desarrollo de microorganismos. Por ejemplo, el
uso de elevadas cantidades de 4cido acético durante la conservacion de aceitunas negras
oxidadas (de Castro y colbs., 2007), o de los acidos lactico y citrico en el envasado de
las aceitunas verdes al estilo espafiol (Rodriguez-Borbolla y Gonzalez-Pellisé colbs.,
1972). En ambos casos, el efecto combinado del pH y la acidez limitan el crecimiento

de las bacterias lacticas y de otros microorganismos.

El contenido en cloruro sodico y su influencia sobre la actividad de agua (ay) es

también uno de los factores fundamentales para el control del desarrollo microbiano en
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aceitunas de mesa (Tassou y colbs., 2007). La deshidratacion de aceitunas negras con
cloruro sodico reduce la actividad de agua a niveles inferiores a 0,80 y consigue la
estabilidad microbiologica de este producto durante meses (Panagou, 2006). También,
el desarrollo de microorganismos potencialmente alterantes (bacterias propidnicas) se
inhibe en aceitunas verdes al estilo espafiol mediante el incremento de la concentracion
de cloruro sodico después del proceso fermentativo lactico principal (Rejano y colbs.,
1978). Por otra parte, existe una relacion muy estrecha entre el contenido en cloruro
sodico de las soluciones de conservacion de aceitunas destinadas a negras oxidadas y el
desarrollo de bacterias lacticas en estas salmueras (Duran y colbs., 1993). Valores bajos
de sal permiten en algunas ocasiones el desarrollo de estos microorganismos (Tassou y
colbs., 2002), por lo que durante la conservacion de aceitunas negras se podria
conseguir una fermentacion lactica utilizando soluciones libres de sal y acidificadas con

una baja concentracion de acido acético (Duran y colbs., 1994b).

Indudablemente uno de los parametros mas importantes para el crecimiento
microbiano es la temperatura y, por ello, tiene una importancia fundamental en la
elaboracion de aceitunas de mesa. Asi, por ejemplo, es determinante en el crecimiento

de la microbiota presente en aceitunas negras al estilo griego (Tassou y colbs., 2002).

Asimismo, compuestos excretados por los microorganismos contribuyen al
control de la microbiota en salmueras de aceitunas. Se ha demostrado que el crecimiento
de determinadas bacterias lacticas en salmueras de fermentacion de aceitunas verdes se
ve favorecido por su produccion de bacteriocinas, que influyen sobre el resto de la
microbiota del medio (Ruiz-Barba y colbs.,, 1994), al igual que sucede con la

produccion de factor “killer” por levaduras (Llorente y colbs., 1997).

Es bien sabido que la variedad de aceituna juega un papel muy importante en la
fermentacion en salmuera de frutos no tratados con NaOH. Se ha estudiado que los
lactobacilos son capaces de crecer en salmueras de algunas variedades de aceitunas
como Gordal (Duran y colbs., 1992), Alorefia (Garcia y colbs., 1992), Conservolea
(Panagou y colbs., 2003), Leccino, (Servilli y colbs., 2006) y Ascolana tenera (Marsilio
y colbs., 2005). Por otra parte, no se encuentra crecimiento de bacterias lacticas en

salmueras de aceitunas de la variedad Hojiblanca (Fernandez y colbs., 1992) y
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Manzanilla (Rodriguez-Borbolla y colbs., 1971) durante la etapa de conservacién de

aceitunas negras.

Finalmente, la acidificacion con HCl de aguas de lavado y salmueras de
fermentacion de aceitunas verdes al estilo espafiol también provoca la formacion de un
polimero en dichas soluciones que dificulta el crecimiento de bacterias lacticas (de

Castro y colbs., 2005).

Ademas de todos los factores comentados anteriormente que influyen en el
crecimiento de las bacterias lacticas en las salmueras y liquidos de fermentacion de las
aceitunas de mesa, existe la sospecha desde los inicios del aderezo de aceitunas de la
presencia en estos medios de compuestos con actividad antimicrobiana procedentes de

los frutos (Vaughn y colbs., 1943).

Investigadores de Estados Unidos (Etchells y colbs., 1966) sugirieron a finales
de los afos 60 que existe un inhibidor de la fermentacion lactica de aceitunas verdes al
estilo espafiol y en 1967 demostraron in vitro que extractos obtenidos de aceitunas
Manzanillas tenian actividad antimicrobiana (Fleming y Etchells, 1967). Un afio
después, investigadores israelitas encontraron que existia un inhibidor de la
fermentacion lactica en aceitunas no tratadas con hidroxido sodico (Juven y colbs.,
1968a) y lo relacionaron con la oleuropeina (Juven y colbs., 1968b). Sin embargo,
Fleming y colbs. (1969) demostraron que los productos de la hidrolisis de la
oleuropeina poseian mayor actividad antimicrobiana que esta misma. Ese mismo afio,
cientificos espafoles (Rodriguez-Borbolla y colbs., 1969) observaron que la presencia
de inhibidores en las salmueras de fermentacion de aceitunas verdes al estilo espafiol
estaba estrechamente relacionada con el empleo de una concentracion baja de hidréxido

sodico, inferior a 1,8 %.

Las investigaciones continuaron en los afios 70, y Juven y Henis (1970)
comprobaron que la aglucona de la oleuropeina ejercia una mayor actividad
antimicrobiana que el glucdsido, hecho que confirmaron Fleming y colbs. (1973) tres
aflos mas tarde. Estos investigadores encontraron que tanto la oleuropeina como el
hidroxitirosol no tenian actividad antibacteriana, a diferencia de la aglucona y el acido

elenolico. Sin embargo, no lograron detectar estos ultimos inhibidores en las salmueras
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de aceitunas no tratadas con hidréxido sodico. Garrido y Vaughn (1978) incluso
demostraron in vitro que algunos microorganismos, entre ellos bacterias lacticas, podian
crecer en presencia de elevadas concentraciones de oleuropeina y utilizarla como

sustrato metabolico.

En 1971 Rodriguez-Borbolla y colbs. observaron con muestras de la industria
que, en general, aceitunas sin tratamiento alcalino de la variedad Gordal podian
fermentar por bacterias lacticas mientras que las Manzanillas no permitian el
crecimiento de estos microorganismos. Asimismo, la concentraciéon de sal en estas
aceitunas no tratadas con hidroxido sodico era muy determinante para el desarrollo de la
fermentacion lactica. De nuevo, sugirieron la presencia de inhibidores en estas
salmueras aunque su efecto podia estar modulado por la concentracion de sal del medio

y la variedad de aceitunas.

Los estudios sobre inhibidores de la fermentacion lactica de aceitunas
continuaron en los afios 80 y, asi, Federici y Bongi (1983) y Kubo y colbs. (1985)
confirmaron in vitro que tanto la aglucona de la oleuropeina como el acido elendlico
tenian mayor actividad antibacteriana que la oleuropeina. No obstante, estos estudios se

llevaron a cabo con extractos de aceitunas frescas y no a partir de salmueras.

Ruiz-Barba y Jiménez-Diaz (1989) observaron un efecto bactericida por parte de
salmueras de aceitunas Hojiblancas no tratadas con hidroxido sodico, el cual no
disminuy6 por el hecho de calentar dichas salmueras a 121°C durante 15 minutos.
Aislaron posteriormente mediante CLAE diversos compuestos polifendlicos de estas
salmueras no tratadas con hidroxido sodico (Ruiz-Barba y colbs., 1990), y encontraron
actividad bactericida para el hidroxitirosol, el cual era el compuesto mayoritario en
dichas salmueras. Estos resultados eran contradictorios con los obtenidos por Fleming y
colbs. (1973) y la explicacion dada para la actividad bactericida del hidroxitirosol era
que los investigadores americanos emplearon en sus estudios medios ricos en proteinas
que podian reaccionar con los compuestos polifendlicos y, asi, impedir la accion

antimicrobiana.

Las ultimas investigaciones llevadas a cabo para intentar explicar la inhibicion

del crecimiento de bacterias lacticas en salmueras de aceitunas no tratadas con
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hidroxido so6dico se han realizado con compuestos puros aislados mediante
cromatografia liquida de alta eficacia (Ruiz-Barba y colbs., 1993). De la comparacion
entre los cromatogramas de salmueras tratadas con hidroxido sédico y no tratadas con el
alcali se dedujo que luteolin-7-glucosido, verbascosido y oleuropeina eran los
compuestos polifendlicos presentes en las no tratadas que podian explicar el fenémeno
inhibidor. Sin embargo, los resultados in vitro no atribuyeron a ninguno de estos
compuestos dicha actividad. Por el contrario, se confirm6é de nuevo la actividad
bactericida de hidroxitirosol y tirosol, aunque estos dos compuestos estdn presentes
tanto en aceitunas tratadas como no tratadas con el alcali y, por tanto, no pueden
explicar por si solos el efecto antibacteriano de las salmueras de aceitunas no tratadas
con hidréxido sodico. Los compuestos antimicrobianos de estas salmueras seguian sin

ser descubiertos.

Actividad antibacteriana en los alpechines se conoce desde los afios 50 (De Caro
y Ligori, 1959) aunque su relacion con determinados compuestos polifenolicos es mas
reciente (Pérez y colbs., 1992; Capasso y colbs., 1995). Sin embargo, los estudios
llevados a cabo no han sido exhaustivos y no se ha correlacionado dicha actividad
antimicrobiana con algin compuesto en particular o grupo de polifenoles. También se
le atribuye una elevada actividad antimicrobiana a los extractos de hoja de olivo
(Markin y colbs., 2003; Korukluogluy colbs., 2008), aunque tampoco se ha demostrado

cuales son los compuestos responsables de dicha actividad.

Aparte de su efecto sobre la fermentacion, son numerosas las investigaciones
realizadas con polifenoles de las aceitunas, principalmente oleuropeina e hidroxitirosol,
con vistas a su utilizacion en alimentacion o salud. Se ha demostrado que la
oleuropeina, a concentraciones elevadas, posee actividad antibacteriana in vitro frente a
patogenos alimentarios tales como Salmonella enteritidis (Tassou y Nichas, 1995) y
Staphylococcus aureus (Zanichelli y colbs., 2005). También se ha encontrado actividad
antimicrobiana frente a bacterias y virus patdgenos por parte de oleuropeina e
hidroxitirosol (Bisignano y colbs., 1999; Lee-Huang y colbs., 2007). Por ello, se han
propuesto en numerosas ocasiones estos dos compuestos como posibles conservantes
naturales de los alimentos. Hay que indicar, no obstante, que la oleuropeina tiene un

sabor amargo muy intenso, lo que limitaria su uso alimentario.
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Objetivos

A lo largo de los siglos se ha estudiado el aceite de oliva y extractos de hojas de
olivo para el tratamiento de multiples enfermedades, entre ellas algunas de origen
microbiano. Sin embargo, no fue hasta finales de los afios 60 del siglo XX cuando los
investigadores empezaron a identificar actividad antimicrobiana con determinados
compuestos de las aceitunas de mesa, en primer lugar con el principio amargo llamado
oleuropeina. Los estudios llevados a cabo hasta ahora, no obstante, han ofrecido
resultados contradictorios sobre los compuestos inhibidores de la fermentacion de las
aceitunas. De otra parte, son muy escasos los trabajos sobre actividad antimicrobiana

del aceite de oliva.

Debido a la demanda creciente de alimentos con propiedades beneficiosas para
la salud y de sustancias antimicrobianas de origen natural, los objetivos concretos de

esta Tesis Doctoral fueron:

a) Identificar los compuestos con mayor actividad antimicrobiana del aceite de
oliva y aceitunas de mesa.

b) Comparar la importancia de su actividad frente a la de otros compuestos
(naturales y sintéticos) y alimentos.

c) Explicar los problemas de inhibicion del crecimiento de bacterias lacticas en
aceitunas de mesa.

d) Identificar una fuente importante de compuestos antimicrobianos de origen

natural en los alimentos derivados de las aceitunas.
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Materiales y métodos

3.1. Determinacion de cloruro sédico en salmueras

Se determina valorando la concentracion del i6n cloruro en la salmuera. Para
ello, se emplea una solucién de nitrato de plata (0,086 N) (Panreac, Barcelona, Espafia),
exactamente valorada, siendo necesario utilizar material de color topacio, y una

solucion indicadora de cromato potasico al 5 % (p/v) en agua destilada.

Se valoran 0,5 mL de salmuera, a los que se afaden 100 mL de agua destilada,
con la solucion de nitrato de plata, usando como indicador la solucion de cromato

potasico (Panreac).

3.2. Analisis microbiolégico de salmueras

Las muestras de salmueras y las correspondientes diluciones decimales (en
agua de peptona 0,1 % estéril) se sembraron utilizando un sembrador en espiral Spiral
System model DS (Interscience, Saint Nom La Breteche, France). El recuento de
Enterobacteriaceas se realizo en cristal violeta rojo neutro bilis glucosa agar VRBD
(Merck, Darmstadt, Germany) con una incubacién a 37 °C. El recuento de lactobacilos
se realizo en MRS y el de levaduras en OGYE agar (Oxoid), ambos con una incubacion
a 32 °C. Las colonias se contaron a las 24, 48 o 72 horas de incubacioén usando un

Countermat V.3.1. (IUL Instruments, Barcelona, Espafia).

3.3. Analisis quimico de salmueras

Para la medida de acidez libre, pH y acidez combinada de las salmueras se
utiliza un titulador Metrohm 670 Titroprocessor (Herisau, Switzerland). La acidez libre
se determina titulando con NaOH 0,2 N hasta pH 8,3 y se expresa como porcentaje (p/v)
de 4cido lactico. La acidez combinada se determina con HCI 2 N hasta alcanzar un valor

de 2,6 y se expresa como equivalentes de hidroxido sdédico por litro.

3.4. Andlisis de azUcares

Se pesan 25,0 g de pulpa de aceituna y se tritura en un vaso de batidora junto

con 40-50 mL de agua destilada hirviendo y 5 mL del patron interno (sorbitol al 7,5 %).
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Se bate durante unos minutos hasta que la muestra esté completamente triturada y
homogeneizada. La mezcla se distribuye en 2 tubos de teflon de 50 mL y se centrifuga a
9000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante se filtra a vacio con papel de filtro a través
de un embudo Biichner. Los restos de pasta que quedan en el vaso y la batidora se
lavan con otros 40-50 mL de agua destilada caliente, repitiendo la misma operacion
descrita anteriormente. Las porciones filtradas en el kitasato se vierten en un matraz
aforado de 125 mL vy, finalmente, se enrasa con agua destilada. Para eliminar la posible
grasa que se haya extraido, se deja reposar el extracto en frio (5 °C) hasta que se separe
la fase oleosa formando una capa definida en la parte superior del matraz. Se toma una
fraccion de la fase acuosa, donde se encuentran los azicares, y se hace pasar a través de

un filtro de nylon de 0,20 pm de tamafio de poro.

Tanto los extractos acuosos de la pulpa de aceitunas como las salmueras se
purifican mediante una resina catidnica (Amberlite IR-120) y otra resina anidnica
(Amberlite IRA-96) como paso previo a su determinacion mediante cromatografia de
alta eficacia. Las resinas se preparan previamente, lavandolas varias veces con agua

destilada (3-4 lavados) y filtrandolas al vacio a través de un kitasato.

La purificacion consiste en poner en contacto 1g de resina cationica, 1 g de
resina anionica y 2 mL de muestra para el extracto de pulpa; y 1,5 mL de muestra mas
0,5 mL de patrén interno (sorbitol 0,5 %) en el caso de las salmueras. Se agita varias
veces durante 30 minutos aproximadamente. Se recoge el liquido, se centrifuga 5
minutos a 9000 x g y se pasa a través de un filtro de nylon de 0,20 um de tamafio de

poro.

El sistema cromatografico estd compuesto por un equipo Waters 2695 Alliance
que incluye una bomba cuaternaria, inyector automatico y horno en el mismo equipo,

todo el proceso controlado por el programa Millenium 32 (Waters Inc., Milford, Ma).

La columna utilizada para la separacion de los compuestos fue una Phenomenex
Rezex RCM-Monosaccharide Ca’ (8%) de tamafio 300 x 7,8 mm. La deteccion se
realiza con un detector de indice de refraccion Waters 410 durante 30 minutos. El
volumen de inyeccion fue de 20 pL, el flujo empleado 0,6 mL/min., la temperatura de la

columna 85 °C y la temperatura interna del indice de refraccion 40 °C. La separacion se
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realiza de forma isocratica, siendo la fase movil 100 % de agua desionizada. La
cuantificacion se realiza mediante el empleo de rectas de calibrado obtenidas a partir de
patrones comerciales de glucosa, fructosa, sacarosa, manitol y etanol, empleando como

patrén interno sorbitol. Los resultados se expresan en concentracion mM.
3.5. Analisis de acidos organicos en salmueras

Se diluye la salmuera 1:1 con agua destilada. Se centrifuga 5 minutos a 9000 x g

y se hace pasar a través de filtros de nylon de 0,20 um de tamafio de poro.

El sistema cromatografico estd constituido por un equipo Waters 2695 Alliance
que incluye una bomba cuaternaria, inyector automatico y horno en el mismo equipo,
todo el proceso controlado por el programa Millenium 32 (Waters Inc., Milford, Ma).

La columna utilizada para la separacion de los compuestos fue una Lichrospher
100 de 5 um de tamafio de particula, 25 cm de largo y 4,6 mm de didmetro interno
(Merck). El flujo empleado fue de 1,2 mL/min., la temperatura de la columna 28 °C y se
inyectan 20 pL de muestra. La deteccion se realiza con un detector de fotodiodos
Waters 996, controlado con el programa Millenium. La absorbancia se midi6 a una

longitud de onda de 220 nm.

La separacion se realizd bajo un gradiente de elucion donde las fases moviles
fueron agua acidificada con acido fosférico (1,5 mL/L) ajustada a pH= 2,5 (A) y

metanol (B). El gradiente de eluciéon empleado fue:

Tiempo | A (%) B (%)
0 100 0
15 100 0
20 0 100
25 0 100
30 100 0
35 100 0

3.6. Analisis de compuestos polifendlicos y oleosidicos

3.6.1. Preparacion de la muestra
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3.6.1.1. Fruto fresco

Se utiliz6 el método propuesto por Romero y colbs. (2002a). Se basa en la obtencion
de los compuestos fendlicos presentes en los frutos mediante extraccion con disolvente,
purificacion en columnas Cg y posterior separacion y analisis por cromatografia liquida

de alta eficacia con deteccion por absorbancia al ultravioleta.

Se parte de una muestra de 40-50 frutos que se tritura en un mortero bajo nitrégeno
liquido hasta conseguir un polvo homogéneo. Se toman 2-3 gramos de polvo y se trata 6
veces con 30 mL de una mezcla metanol: agua (80:20 v/v) a 0°C a la que se le afiaden

100 ppm de la sal sodica del 4cido dietilditiocarbamico.

El extracto recogido después de su separacion por centrifugacion (12000 x g, 5
min.) se concentra en un matraz de vidrio de 250 mL a 30 °C bajo vacié en rotavapor, el
residuo acuoso se introduce en una matraz aforado de 25 mL y se enrasa con agua

desionizada.

Se acondiciona una columna C;g de 5 g de relleno (Waters Inc.) haciéndole pasar 30
mL de metanol seguidos de 80 mL de agua desionizada. La elucidn de los disolventes se

facilita mediante una corriente de nitrogeno.

Se carga 1,5 mL del residuo acuoso en la columna, se lava con 100 mL de agua y se
eluyen los compuestos fenolicos con 200 mL de etanol. El disolvente se evapora bajo
vacio en rotavapor y se solubiliza el extracto en 1,5 mL de la mezcla metanol: agua (1:1
v/v). A continuacion, se afiaden 0,1 mL del patrén interno (&cido siringico 0,2 mM en
agua) a 0,4 mL del extracto. Se hacen pasar los 0,5 mL de muestra a través de un filtro
de nylon de 0,45 pum de tamafio de poro y se inyectan 20 uL en el sistema

cromatografico.

3.6.1.2. Aceite de oliva
Se utiliz6é el método desarrollado por (Brenes y colbs. 2002). Se pesan 0,6 g de aceite en

un tubo (eppendorf) de 2 mL de capacidad, se afiaden 0,6 mL de DMF (N,N-

dimetilformamida) y se agita en vortex durante 1 minuto. Se centrifuga la mezcla a
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8000 x g durante 5 minutos y con una microjeringa se recoge el extracto del fondo del
tubo que se vierte en otro tubo de centrifuga de 10 mL de capacidad donde previamente
se han afiadido 0,5 mL de patréon interno (4cido siringico 0,2 mM en DMF). La

extraccion se repite dos veces mas.

Se lava el extracto final dos veces con 2 mL de hexano, se agita en vortex
durante 1 minuto, se centrifuga a 8000 x g durante 5 minutos y finalmente el extracto
limpio se mantiene 10 minutos bajo burbujeo de nitrogeno para eliminar los restos de
hexano. Se hace pasar a través del filtro de nylon de 0,45 um de tamafio de poro y 20

uL se inyectan en el cromatografo.

Para el analisis de los polifenoles en los extractos en tampon fosfato salino
(PBS) de aceite de oliva se mezcla 1,5 mL del extracto acuoso con 0,41 mL de un
tampon de acetato sodico 110 mM (a pH 4) conteniendo un patrén interno de acido
siringico a 0,2 mM y se inyecta directamente la solucién en el sistema cromatografico

después de haber pasado por un filtro de nylon de 0,45 pum de tamafo de poro.

3.6.1.3. Salmuera de aceitunas y jugo de aceitunas

Se mezclan 250 pL de salmuera con 250 pL de patron interno (4cido siringico 2
mM en agua) y 500 pL de agua desionizada. Se hace pasar a través de un filtro de 0,45

um de tamaio de poro.

3.6.2. Determinacion mediante cromatografia de alta eficacia (CLAE)

3.6.2.1. Sistema cromatografico para fenoles en pulpa

El sistema cromatografico esta constituido por un cromatdgrafo Waters 2690 Alliance
que incluye una bomba cuaternaria, inyector automatico y horno en el mismo equipo,
todo el proceso controlado por el programa Millenium®* (Waters Inc., Milford, MA). La
columna analitica es Lichrospher 100, C;s, (Merck, Darmstadt, Germany) de 25 cm de
longitud y 4,6 mm de didmetro interno, con un tamaino de particula de 5 pm. El flujo es
de 1 mL/min., la temperatura del horno de 35 °C y la deteccion se realiza con un

detector de fotodiodos Waters 996 a A= 280 nm.
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La separacion se realiza bajo gradiente de elucion, donde las fases moéviles fueron agua

acidificada con acido fosforico ajustada a pH= 2,5 (A) y metanol (B).

Tiempo | A (%) B (%)
0 90 10
10 70 30
20 70 30
30 60 40
35 60 40
40 50 50
45 50 50
50 40 60
55 30 70
60 0 100
65 90 10
75 90 10

3.6.2.2. Sistema cromatografico para fenoles en aceites, salmueras y jugo de

aceitunas

El sistema cromatografico se compone de una bomba Waters 600E, inyector
automatico Waters 717 plus autosampler y horno Waters (Waters Inc. Milford, MA). La
columna utilizada para la separacion de compuestos fue una Spherisorb analitica ODS-2
(Tecnokroma, Barcelona) de 5 pm de tamano de particula, 25 cm de longitud y 4,6 mm

de diametro interno.

La separacion se llevo a cabo con gradiente de elucion. Las fases moéviles fueron
agua acidificada con acido fosforico (1,5 mL/L) ajustado a pH 2,5 (A) y metanol (B). El
flujo de elucion fue de 1 mL/min., la temperatura del horno 35 °C y se inyectd 20 pL de
muestra. El gradiente de eluciéon empleado es el mismo que el descrito anteriormente

para las pulpas.

Para la deteccion de compuestos fendlicos con el sistema analitico se usd un
detector de fotodiodos Waters 996 y un detector de fluorescencia Jasco FP — 920 (Jasco,
Tokyo, Japan) conectados en serie y controlados por el programa Millenium®? (Waters

Inc.).

46



Materiales y métodos

Para los compuestos Hy-EDA y Ty-EDA la absorbancia se midié en el
ultravioleta a una longitud de onda de 280 nm, luteolina y apigenina se observaron a
una longitud de onda de 340 nm, 240 nm para los compuestos oleosidicos, y para el
resto de compuestos fenolicos por fluorescencia a una longitud de onda de excitacion a

280 nm y de emision a 320 nm.

La cuantificacion se realiza mediante el empleo de rectas de calibrado obtenidas
a partir de patrones comerciales o aislados por cromatografia liquida semipreparativa,
empleando como patrén interno acido siringico (2 mM en salmueras y jugos y 0,2 mM

en aceites).

3.7. Purificacion de compuestos polifenolicos y oleosidicos y determinacion de

nuevas estructuras quimicas

3.7.1. Aislamiento

Aceites

Los polifenoles fueron extractados de un aceite de oliva virgen usando
agua/metanol por el método descrito por Montedoro y colbs. (1993). La columna
analitica, fases mdviles, gradiente y equipos fueron los mismos que para el analisis de
polifenoles excepto la fase movil acuosa que esta vez fue acidificada con HCI a pH 4.
Se inyectan en el sistema 20 uL. de muestra y se colecta pico a pico las fracciones de
interés. Para el control, se recoge las fracciones de una muestra de metanol. La solucién
obtenida de cada compuesto se evapora a vacio hasta sequedad y el residuo se
resuspende en agua desionizada. Finalmente la pureza y concentracion de cada
compuesto fenolico se mide mediante CLAE. Se obtiene, ademas, un control inyectando
metanol y recogiendo todas las fracciones del andlisis. Se evaporan y concentran igual

que para cada pico individual.

Salmueras

El aislamiento de los compuestos se hace a partir de una salmuera de aceitunas

Manzanilla preparadas de manera aséptica. Se inyectan 20 pL de salmuera en el sistema
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cromatografico y se recogen las fracciones correspondientes a los picos de interés. Esta
operacion se realiza las veces necesarias para obtener finalmente una solucion
individual de cada compuesto que se concentra a sequedad o a un minimo volumen para

obtener la concentracion deseada en un rotavapor mediante bomba de vacio.

El sistema cromatografico consta de una bomba Waters 600E con horno interno
(35 °C), inyector automatico Waters 717 plus autosampler, detector dual de ultravioleta
Waters 2487 y colector de fracciones Waters fraction collector I (Waters Inc. Milford,

MA).

Se utilizé una columna Spherisorb analitica ODS-2 (Tecnokroma, Barcelona) de

5 um de tamaio de particula, 25 cm de longitud y 4,6 mm de didmetro interno.

El volumen de inyeccion fue de 20 pL. El flujo de 1 mL /min., y las fases
moviles fueron agua acidificada con acido clorhidrico 2N (522 pL/L) (A), y metanol

(B). El gradiente empleado fue similar al descrito en el apartado 3.7.2.

La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 280 nm en el caso de los

compuestos fenolicos y a 240 nm para los compuestos oleosidicos.

3.7.2. Determinacion por espectrometria de masas (EM)

El sistema cromatografico se compone de una bomba Waters 600E, horno
Waters (35° C) y un detector de diodos Waters 996 acoplado a un equipo ZMD 4000
(Waters Inc,) con analizador de cuadrupolos, interfase CLAE de ionizacién con sonda

tipo Electrospray (ESI).

La columna utilizada para la separacion de compuestos fue una Spherisorb
analitica ODS-2 (Tecnokroma, Barcelona) de 5 um de tamafio de particula, 25 cm de
longitud y 4,6 mm de didmetro interno, se inyect6é 20 pL de muestra. El flujo generado
por la bomba cuaternaria y empleado en la deteccion por UV fue de 1 mL/min. y de solo
0,2 mL/min. en el espectrometro de masas. El equipo se control6 mediante el programa

Masslynk NT 3.4 (Waters Inc.).
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La separacion se llevo a cabo con un gradiente de elucion similar al descrito en
el apartado 3.6.2. Las fases moviles fueron agua acidificada con acido acético (2 mL/L)

ajustado a pH 3,5 (A) y metanol (B).

La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 280 nm en el caso de los

compuestos fenolicos y a 240 nm para los compuestos oleosidicos.

Los espectros de masas de obtuvieron en modo i6n negativo con las siguientes
condiciones: voltaje del capilar 3 kV; voltaje de cono 10 V; voltaje de extraccion 12 V;

temperatura de solvatacion 250 °C y temperatura de la fuente 120 °C.

3.7.3. Determinacion por resonancia magnética nuclear (RMN)

Se utiliz6 un equipo Bruker Ac-300P (Karlsruhe, Germany). Se inyectan
compuestos puros previamente aislados. Los espectros de 'H y '°C se obtuvieron a 300

y 75,4 MHz respectivamente para todos los compuestos estudiados.

3.7.4. Hidrélisis de la forma dialdehidica decarboximetilada de &cido elenélico
unida a hidroxitirosol (Hy-EDA)

Una solucion conteniendo la forma dialdehidica decarboximetilada de éacido
elendlico unida a hidroxitirosol (Hy-EDA), obtenida como se describe en el apartado
3.7.1., se mezcla con acido clorhidrico 4N en relacidén 1:1. Esta mezcla se mantiene
durante 5 minutos al bafio maria y posteriormente se enfria. La solucion se inyecta en el

CLAE antes y después de la hidrolisis.

3.8. Microorganismos y condiciones de cultivo

En la Tabla 1 se recogen los microorganismos utilizados. La mayoria de las
cepas fueron obtenidas de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) en
Burjassot, Valencia. Otras cepas se adquirieron de la American Type Culture Collection
(ATCC) en Rockville, Maryland; y de la Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms (BCCM/LMG) en Gent, Bélgica. El resto de las cepas fueron aisladas

de salmueras industriales de fermentacion de aceitunas y de muestras de pacientes
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hospitalizados. Las cepas de colecciones de cultivo fueron seleccionadas por ser las

Tipos (*) de la especie, por estar indicadas para el estudio de resistencia a

antimicrobianos, o por su importancia como patdégeno o alterante.

Tabla 1. Relacion de cepas, origen y medios de cultivo de los microorganismos

empleados.

Ta

CEPA ORIGEN MEDIO CONDICIONES C)

Bacteroides sp. 667 Hospital de Valme BHI Anaerobiosis 37
Bifidobacterium bifidum CECT 870 Burjassot, Valencia MRS Anaerobiosis 32
Candida albicans CECT 1472 Burjassot, Valencia YM Aerobiosis 26
Clostridium perfringens CECT 376 T Burjassot, Valencia LBy SPS  Anaerobiosis 45
Enterobacter aerogenes CECT 684 T Burjassot, Valencia CN Aerobiosis 30
Enterococcus faecaelis CECT 481 ! Burjassot, Valencia BHI Aerobiosis 37
Enterococcus faecium CECT 410 Burjassot, Valencia BHI Aerobiosis 37
Escherichia coli CECT 434 Burjassot, Valencia CN Aerobiosis 37
Escherichia coli 0157:H7 CECT 4267 Burjassot, Valencia CN Aerobiosis 37
Escherichia coli 0157:H7 CECT 5947 Burjassot, Valencia CN Aerobiosis 37
Helicobacter pylori V1 Hospital de Valme BB-SBF Microaerofilia 37
Helicobacter pylori V2 Hospital de Valme BB-SBF Microaerofilia 37
Helicobacter pylori V3 Hospital de Valme BB-SBF Microaerofilia 37
Helicobacter pylori V5 Hospital de Valme BB-SBF Microaerofilia 37
Helicobacter pylori V7 Hospital de Valme BB-SBF Microaerofilia 37
Helicobacter pylori LMG 18041 " Gent, Belgium BB-SBF Microaerofilia 37
Helicobacter pylori LMG 19449 T Gent, Belgium BB-SBF Microaerofilia 37
Helicobacter pylori LMG 8775 Gent, Belgium BB-SBF Microaerofilia 37
Lactobacillus acidophilus CECT 903 T Burjassot, Valencia MRS Aerobiosis 32

Salmueras
Lactobacillus brevis BP industriales MRS Aerobiosis 32
Lactobacillus pentosus ATCC 8041 B Rockville, USA MRS Aerobiosis 32
Lactobacillus plantarum ATCC 14917 T Rockville, USA MRS Aerobiosis 32
Salmueras

Leuconostoc mesenteroides LM 51 industriales MRS Aerobiosis 32
Listeria monocytogenes CECT 4031 T Burjassot, Valencia BHI Aerobiosis 37
Listeria monocytogenes CECT 4032 Burjassot, Valencia BHI Aerobiosis 37
Pichia membranifaciens CECT 10482 1 Burjassot, Valencia YM Aerobiosis 26
Pseudomonas fluorecens CECT 378 © Burjassot, Valencia CN Aerobiosis 29

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080 Rockville, USA YM Aerobiosis 26
Salmonella enterica sv. Enteritidis CECT

Burjassot, Valencia

4156 CN Aerobiosis 37
Salmonella enterica sv. Enteritidis CECT Burjassot, Valencia

4300 ’ CN Aerobiosis 37
Shigella sonnei JCP Hospital de Valme BHI Aerobiosis 37

Burjassot, Valencia CN
Burjassot, Valencia CN
Burjassot, Valencia BHI
Hospital de Valme BHI

Aerobiosis 37
Aerobiosis 37
Aerobiosis 37
Aerobiosis 37

Staphilococcus aureus CECT 239
Staphilococcus aureus CECT 86 T
Streptococcus mutans CECT 479 T
Yersinia sp. 5057655
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Los medios de cultivo empleados para las distintas cepas son los recomendados
por las colecciones de origen. Asi, para el crecimiento de Lactobacillus, Leuconostoc 'y
Bifidobacterium se emplea el caldo MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, 1960) de la firma
Oxoid (Oxoid Ltd., Basingstoke, U.K.). La infusiéon de cerebro-corazon (caldo BHI,
Oxoid) se utiliza para Enterococcus, Bacteroides, Listeria, Shigella, Streptococcus y
Yersinia, mientras que las cepas de Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas,
Salmonella y Staphylococcus se cultivan en caldo nutritivo (CN) conteniendo, por litro,
5 g de extracto de carne (Lab-lemco powder, Oxoid), 10 g de peptona de carne
(Pronadisa, Madrid, Espafia) y 5 g de cloruro so6dico (Panreac, Barcelona, Espafia). En
el caso de las levaduras se desarrollan en caldo YM (Difco, Sparks, MD). Para

Clostridium se empled un caldo de higado (Liver Broth, Oxoid).

El aislamiento de cepas de Helicobacter a partir de biopsias gastricas, se lleva a
cabo en el medio Columbia sangre agar (CM331, Oxoid) con un 5 % de sangre y un
suplemente selectivo para Helicobacter (Dent, SR147, Oxoid). La identificacion de los
aislamientos se hace en base a la tincion de Gram, oxidasa +, catalasa + y ureasa +
(Cavallaro, 2006). El crecimiento rutinario de todas las cepas de Helicobacter se realiza
en Brucella Broth (Becton, Dickinson and Co., Sparks, MD 21152) suplementado con
un 10 % de suero bovino fetal (PAA Laboratories GmbH, A-4061 Pasching, Austria) y
1,5 % de agar (Medio BB — SBF).

Para el cultivo en medio sélido se emplean los mismos caldos afiadiéndoles agar
al 1,5 % (Panreac), salvo para clostridios que se empled el medio SPS (Merck). Todas
las cepas se conservaron a -80 °C en sus respectivos caldos de cultivo con 20-25 % de

glicerol.

Para las condiciones de anaerobiosis se utilizan jarras o cajas de anaerobios con
sobres de Anaerogen (Oxoid). Las condiciones de microaerofilia para el crecimiento de
Helicobacter se consigue mediante generadores GENbox microaer (bioMérieux).
Ademas, la incubacion de Helicobacter se realiza bajo condiciones de saturacion de

agua.
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Antes de cada experimento, los microorganismos se refrescan cultivandolos dos
veces durante 18-24 h a la temperatura adecuada, sembrandolos asimismo en medios
solidos para comprobar la pureza del cultivo. Para el indculo de salmueras, los Gltimos
caldos de cultivo con el microorganismo a estudiar incluian cloruro sdédico al 3 %, con

objeto de preadaptar las poblaciones al ambiente salino.

3.9. Ensayo de susceptibilidad a antibioticos

Las cepas de H. pylori fueron sometidas a pruebas de resistencia a antibidticos
usando E-test (AB Biodisk, Sweden) en medio BB-SBF y COH, (Columbia agar con
5% de sangre de caballo (bioMérieux)) bajo condiciones de incubacién en
microaerofilia y siguiendo las instrucciones del fabricante. Los antibidticos
recomendados (Alarcon y colbs. 2004) y probados fueron amoxicilina, claritromicina,
metronidazol y tetraciclina. Se calcul6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) para
todos los antibidticos, esto es, la concentracion minima a la cual el microorganismo

interrumpe su crecimiento.

3.10. Actividad antimicrobiana del aceite de oliva

3.10.1. Materia prima: aceites de oliva, bebidas y alimentos liquidos

Se han empleado aceites de diferentes vegetales y de oliva adquiridos en
distintos locales comerciales. Los diferentes aceites y claves se recogen en la Tabla 2.
Durante el desarrollo de las experiencias los aceites fueron almacenados en oscuridad y

a temperatura ambiente.

Los alimentos utilizados se compraron en un supermercado comercial. Los
productos empleados en las experiencias fueron zumos de melocoton, pifia y naranja
(todos con pH 4), leche de vaca (pH 7), yogurt liquido (pH 4,6), Coca-cola (pH 2,7),
cerveza con 5 % de alcohol (pH 4,6), cerveza sin alcohol (pH 4,3), vino tinto (pH 3,7 y
13 % de alcohol), vino blanco (pH 3,3 y 11,5 % de alcohol), vinagre (pH 2,9 y 5 % de

acido acético), café normal y descafeinado, té verde y negro.
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Tabla 2. Aceites vegetales utilizados

Aceite Clave Muestras
Aceite de oliva virgen variedad Picual AOVP 3?
Aceite de oliva virgen variedad Arbequina AOVA 3
Aceite de oliva virgen variedad Manzanilla AOVM 3
Aceite de oliva virgen variedad Cornicabra AOVC 3
Aceite de oliva virgen variedad Hojiblanca AOVH 3
Aceite de oliva AO 3
Aceite de orujo de oliva AOO 3
Aceite de girasol AG 2
Aceite de maiz AM 2
Aceite de colza AC 2
Aceite de soja AS 1
Aceite de algodon AA 1

?Marcas diferentes.

Para la preparacion de las soluciones de café se mezcla 1,5 gramos de café o de
café descafeinado soluble en polvo, con 160 mL de agua hirviendo. Los valores de pH

de las suspensiones de café y café descafeinado fueron 5,3 y 5,7 respectivamente.

Las infusiones de té verde y té negro se realizaron por maceracion de 2 gramos
de hojas en 160 mL de agua hirviendo durante 5 minutos. Los valores de pH fueron 7,0

para el té verde y 6,0 para el té negro.

Extractos acuosos de aceite de oliva virgen y de aceite de oliva se obtuvieron
mezclando 5 gramos de aceite con 5 mL de solucion salina (0,85 % NaCl) durante 1
minuto a temperatura ambiente. Se centrifuga 5 minutos a 8000 x g, y la fase acuosa se
recoge con una pipeta Pasteur. Los valores de pH para los extractos de aceite de oliva

virgen y de aceite de oliva fueron 3,8 y 4,1 respectivamente.

3.10.2. Actividad antimicrobiana de aceites de oliva y otros aceites vegetales

comestibles

El ensayo de la actividad bactericida se basa en el método descrito por Friedman
y colbs. (2003). El modelo experimental consiste en 2 mL de tampon fosfato salino
(PBS, pH 7) con Tween 20 (PBST) esterilizado que se inocula con 0,1 0 0,2 mL de la
cepa diana previamente diluida con solucion salina (0,85 % NacCl), obteniendo in6culos

iniciales de 5 x 10*y 1 x 10° UFC/mL en el caso de bacterias, y 1 x 10, 1 x 10°y 1 x
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10* UFC/mL para Candida albicans. E1 PBST se prepara mezclando 100 mM de fosfato
sodico dibasico con 100 mM de fosfato sdédico monobasico en una proporcion 2:1,
después se mezcla 1:1 con una solucion de NaCl 150 mM. Finalmente el Tween 20 se le
incorpora para obtener una concentracion final de 0,25 % (p/p). Posteriormente, 2 mL
del aceite a ensayar se le afiade al tampdn inoculado en el tubo de ensayo, y se mantiene

durante 1 hora a 32 °C en agitacion a 450 rpm en un agitador orbital GFL 3005.

Para las cepas anaerdbicas se realiza primero la mezcla tampon-aceite y los
tubos de ensayo se sellan con tapones de goma. Se inyecta gas nitrégeno para desplazar

el oxigeno del tubo y finalmente el indculo se inyecta con una jeringa a través del tapon.

El recuento de células después del tratamiento se determina por siembra de las
mezclas en su medio solido apropiado, extendiendo 0,1 mL en la superficie de la placa
y sembrando la dilucién 10" (en agua de peptona al 0,1%) con el sembrador en espiral.

Se realiza un control sin aceite, y todos los ensayos se hacen por duplicado.

Este test antimicrobiano, mezclas PBST:aceite (1:1) fue llevado a cabo frente a
E. faecalis, E. faecium, S. mutans, L. monocytogenes, L. acidophilus, B. bifidum, S.
aureus, S. Enteritidis, E. coli, C. albicans, C. perfringens, Yersinia sp., Bacteroides sp.,
y S. sonnei. Los aceites utilizados fueron los siguientes descritos en la Tabla 2: AOVP2,

AOVA2, AO2, AOO1, AG1, AMI.

Ademas, la cepa de S. sonnei se ensayo frente a mezclas de tampodn-aceite en las
siguientes proporciones: 1:1, 1:2, y 1:4, siguiendo el mismo método. Esta experiencia

fue llevada a cabo con los aceites AO2 y AOOL.

Con E. coli se testaron todos los aceites, y con S. Enteritidis también se testaron
todos los aceite de oliva virgen monovarietales en la proporcion tampoén: aceite 4:1 (3,2

mL de tampon y 0,8 mL de aceite).

Aparte del efecto de las mezclas, se estudid el efecto antimicrobiano que ejerce
la fase acuosa obtenida después de la mezcla de los aceites (AOO1 y AO2) con el
tampon PBS frente a la cepa de S. Enteritidis. Después de 1 hora en agitacion de la

mezcla de 2 mL de aceite con 2 mL de tampoén, se deja decantar durante 30-40 minutos
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para retirar la fase acuosa libre de aceite mediante una pipeta Pasteur. Este extracto se
inocula de la misma manera que anteriormente descrito (5 x 10*y 1 x 10° UFC/mL) y se
mantiene en agitacion durante 1 hora. Posteriormente, se realiza la siembra. Todos los

ensayos se realizaron por duplicado.

3.10.3. Efecto antimicrobiano de compuestos polifendlicos del aceite de oliva frente
a Listeria monocytogenes

El efecto de los compuestos aislados y sus mezclas se ensayo frente a L.
monocytogenes CECT 4031. De un cultivo de 18-20 horas se hacen diluciones en PBS
2x. Se afiade 0,1 mL de la dilucion 10~ a un vial eppendorf que contiene 0,1 mL de
cada compuesto aislado, se agita en vortex y se deja la mezcla 5 minutos a temperatura
ambiente (25 °C aprox.). El recuento de células se hizo mediante la extension directa en
placa de 90 uL y la siembra en espiral de la dilucién 10™". Las placas se incuban a 37 °C
en la estufa, y se cuentan las colonias a las 24 horas. El experimento se llevo a cabo por
duplicado a la concentracion media para cada compuesto fenodlico encontrada en el
extracto en tampon de los aceites de oliva virgenes estudiados. También se prueban

todos los compuestos a una concentracion 250 pM.

3.10.4. Comparacion del efecto bactericida del aceite de oliva y otros alimentos

liquidos

Se parte de un caldo de cultivo de 18-20 horas del que se hacen diluciones en
solucion salina, tomando 100 pL. como indculo que se anaden a 4 mL de cada alimento
liquido. Se mantiene en agitaciéon ocasional en el vortex durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Estudios preliminares revelaron que la mayoria de los alimentos
probados presentaban una baja actividad bactericida (zumos, productos lacteos,
cervezas, Coca-Cola, cafés, tés y extractos de aceite de oliva), por lo que el indculo
inicial fue ~ 10> UFC/mL en estos alimentos. Para el resto (extractos de aceite de oliva

virgen, vinagre y vinos) el inéculo inicial fue de =~ 10° UFC/ml.

Se realizaron experimentos independientes con dos cepas de las especies S.
Enteritidis, L. monocytogenes, S. aureus y E. coli. En el caso de S. sonnei 'y Yersinia sp.

se usé una cepa de cada.
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Después de 5 minutos de contacto se realiza el recuento de microorganismos
mediante siembra en placa en el medio apropiado para cada uno, extendiendo 0,1 mL en

superficie y sembrando en espiral la dilucion 10™ (en agua de peptona al 0,1 %).

3.10.5. Evaluacion de la actividad bactericida del aceite de oliva en la preparacion

de mayonesas

Para la preparacion de mayonesas de leche se afiaden en un vaso de precipitado
estéril 300 mL de aceite (aceite de girasol, aceite de oliva o aceite de oliva virgen), 150
mL de leche de vaca, 11 mL de zumo de limén natural y 1 mL de un caldo diluido de L.
monocytogenes para alcanzar un tamafio de indculo de 2 x 10° UFC/mL. Los
componentes se mezclan usando una batidora de mano Braun MR 5000 M (Braun
Espanola S. A., Barcelona, Spain) hasta que el aceite se emulsiona. A los 10 y 30
minutos, se toman muestras de 0,1 g que se extienden en la superficie de placas BHI

agar que se incuban 48 horas a 37 °C antes de hacer el recuento.

En la preparacion de mayonesas de huevo la elaboracion se hace de la misma
manera salvo que la leche se sustituye por dos huevos crudos enteros, y es S. Enteritidis
el microorganismo inoculado. También se estudiaron mayonesas de huevo sin zumo de
limén. Los recuentos de las células supervivientes se hicieron tras incubacion de placas
de agar nutritivo sembradas con 0,1 g, dejando tiempo suficiente (hasta 5 dias) para

confirmar ausencias de desarrollo.

3.10.6. Evaluacién de la actividad bactericida del aceite de oliva en la preparacion

de ensaladas

La preparacion de ensaladas se realiza con las hojas centrales de lechugas
comerciales. Con el fin de eliminar del vegetal la posible microbiota epifita, se realiza
un primer lavado con agua del grifo y posteriormente se sumergen en una solucion de
hipoclorito sédico (230 ppm) a 30-35 °C durante 15 minutos. Se corta asépticamente en
tiras 50 gramos de lechuga y se mezcla con 27,5 mL de aceite (aceite de girasol, aceite
de oliva o aceite de oliva virgen), 25 mL de solucion salina (0,85 % NaCl) conteniendo
el inoculo y 2,5 mL de zumo de limoén, vinagre o agua en el caso del control. El

microorganismo inoculado es L. monocyogenes a una concentracion inicial de 2 x 10°
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UFC/gramo de ensalada. Todos los ingredientes se mezclan minuciosamente a mano
con la ayuda de tenedores autoclavados. Después de 30 minutos desde su elaboracion, la
ensalada se introduce en una bolsa de un aparato homogeneizador junto a 100 mL de
solucioén salina (0,1 % NacCl) y se agita durante 1 minuto a alta velocidad en un Seward
400 Stomacher (Seward Medical Ltd., London, U. K.). El recuento de células viables se
determina sembrando en espiral 50 y 100 puL de la fase liquida en placas BHI; tras

incubacion durante 48 horas a 37 °C.

3.10.7. Actividad antimicrobiana del aceite de oliva y de sus compuestos

polifenolicos individuales frente a Helicobacter pylori

Se parte de 10 g de aceite de oliva virgen (variedad Manzanilla) que se mezcla
con 10 mL de PBS (pH 7) a temperatura ambiente durante 5 minutos con agitacion
ocasional. Después se centrifuga a 9000 x g 5 minutos y se recoge la fase acuosa que se
empleara en el ensayo. El extracto al 5 %, 10 % y 20 % se mezcla con una suspension
bacteriana en tampon PBS de cada cepa. La densidad celular del inéculo fue de 1 x 10°
UFC/mL. A los 5 minutos de contacto a temperatura ambiente, se hace un recuento en
placa de BB-SBF después de una incubacion de 3-6 dias bajo condiciones
microaerdfilas a 37 °C. Cada ensayo se realiza por duplicado. También se realizan

duplicados y controles sin extracto de aceite de oliva.

Con la cepa tipo de H. pylori LMG 19449 se realiza una curva de supervivencia
a lo largo del tiempo (de 0 a 60 minutos) sometida a concentraciones de extractos de

aceite de oliva al 0%, 1% y 5 %.

Por otra parte, la cepa LMG 19449 se resuspende en tampon PBS 2x y se mezcla
1:1 con los compuestos puros obtenidos por CLAE. Cada compuesto fue probado al 5 %
de su concentracion recogida en la Tabla 10. Después de 1 hora a temperatura ambiente
se realiza el recuento en placa de BB-SBF tras incubacion de 3-6 dias bajo condiciones

microaerofilas a 37 °C.
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3.10.8. Simulacion de la digestion estomacal de aceites de oliva

Para estudiar la difusion y la hidrolisis de los polifenoles del aceite de oliva, se
incuban 10 g de aceite de oliva virgen Picual con 10 mL de agua acidificada con HCI
alcanzando un pH 2. Esta mezcla se vierte en 6 tubos de centrifuga de 50 mL y se agita
a 450 rpm en un agitador orbital GFL 3005 a una temperatura de 37 °C. Se toman 2
tubos después de 0,5, 1 y 4 horas de agitacion, se centrifuga a 9000 x g durante 5
minutos, y se recoge la fase acuosa con una pipeta Pasteur. Ademads, se le afiade a dos
tubos 7400 unidades de pepsina procedente de mucus estomacal de porcino (Sigma,

M.O.) y se deja durante 4 horas.

La simulacion durante 30 minutos sin adiciéon de pepsina se repitido con aceites

de Arbequina, Cornicabra, Manzanilla y Hojiblanca.

Para comprobar el efecto del pH en la difusion e hidrolisis de los compuestos
polifendlicos, se llevaron a cabo incubaciones durante 30 minutos a 37 °C en agua
acidificada con HCl a pH 2, en un tampo6n de acetato sédico a pH 4 y en un tampo6n de

fosfato sodico a pH 7.

Con objeto de simular la dilucion progresiva que sufren los alimentos en el
estobmago, se realiza otro experimento para estudiar la influencia de la relacion
aceite:agua en el fendémeno de la difusion y la hidrélisis. 5 g de aceite de oliva Picual se
incuba con 5 mL de agua acidificada con HCI a pH 2 durante 30 minutos a 37 °C, y se
recoge una muestra de 0,1 mL. Posteriormente, 5 mL de agua acidificada se anade a la
mezcla y se incuba durante otros 30 minutos a 37 °C. Se retira una nueva muestra de 0,1

mL y la secuencia se repite hasta que la relacion aceite:agua es 1:4.

Inmediatamente después de cada experimento, se mezcla 1,5 mL del extracto
acuoso con 0,41 mL de un tampon acetato sodico 110 mM (pH 4) conteniendo un
patrén interno de acido siringico 0,2 mM y se mantiene a -30 °C hasta el analisis de los

compuestos fenolicos. La fase oleosa también se almacena a -30 °C hasta su analisis.
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3.11. Compuestos antimicrobianos en aceitunas de mesa

3.11.1. Identificacion de compuestos antimicrobianos en aceitunas no tratadas con

NaOH y preparadas en condiciones asépticas

3.11.1.1. Materia primay preparacion de aceitunas en condiciones asepticas

Se recogieron por recoleccion manual aceitunas en la provincia de Sevilla de
las variedades Gordal (G1-G4) y Manzanilla (M1-M4) con un color verde-
amarillento en la superficie del fruto. Se recogieron 4 partidas distintas para cada
variedad procedentes de fincas diferentes durante los meses de septiembre y octubre.
De cada partida de aceitunas se escogen los frutos totalmente sanos, desechando los
partidos, deteriorados, pequefios o con marcas superficiales.

Con objeto de eliminar lo mas posible la microbiota superficial, los frutos
seleccionados se lavan en primer lugar con agua del grifo (vigorosamente, al chorro e
inmersion) y posteriormente se sumergen en una solucion de hipoclorito soédico (50
mg/L de cloro activo) a 35 °C durante 15 minutos (Beuchat, 1998). Para eliminar los
restos de hipoclorito, se procede a dos lavados de los frutos con agua del grifo

esterilizada en autoclave.

A continuacion, en cabina de flujo laminar, las aceitunas se introducen en
frascos ISO de 500 mL (350 g de fruto/frasco aprox.) previamente esterilizados en
autoclave, los cuales se completan con salmuera estéril al 5 % de cloruro sédico y 0,5 %

de acido acético.

Se prepararon de esta forma cuatro frascos de cada una de las partidas de
aceitunas, que se mantuvieron durante dos meses a temperatura ambiente antes de
guardar las muestras de cada salmuera en botes estériles de 50 mL que se congelan a -20

°C hasta su posterior analisis.
Para confirmar la ausencia de crecimiento microbiano en las salmueras, se

realizaron siembras en superficie de 0,1 mL de muestra en medios de cultivos Plate

Count Agar (Oxoid) y PBL (glucosa 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L y agar 15 g/L).
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3.11.1.2. Inoculacion de salmueras preparadas y conservadas asépticamente con

Lactobacillus pentosus

En tubos estériles con 4 mL de salmuera obtenida como se explica en el apartado
anterior, se inocula Lactobacillus pentosus ATCC 8041 con un tamafo de in6culo
inicial entre 5,5 y 6,0 log UFC/mL, obtenido diluyendo los cultivos origen en MRS-sal

con solucidn salina 0,85 %. El volumen de inoculo fue siempre de 0,1 mL.

A las 24 y a las 48 horas de incubacién a 32 °C, se realizan siembras en MRS
agar. De los tubos que no presentaban turbidez, se hace una siembra en superficie de 0,1
mL de muestra, y de las salmueras que presentaban crecimiento microbiano se siembra

la dilucion 10™* mediante el sembrador en espiral.

3.11.1.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de compuestos puros en

salmueras asépticas frente a L. pentosus y otros microorganismos

Los ensayos de evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizaron en viales
eppendorf estériles, donde 100 uL de salmuera aséptica de aceitunas Gordal (G1)
inoculada con el microorganismo de interés, se mezclaron con 50 puL. de una solucion

acuosa del compuesto a investigar.

Los microorganismos diana fueron Enterobacter aerogenes CECT 684,
Escherichia coli CECT 434, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080, Pichia
membranaefaciens CECT 10482, Leuconostoc mesenteroides LM51, Lactobacillus
pentosus ATCC 8041, Lactobacillus plantarum ATCC 14917, Enterococcus faecium
CECT 410 y Enterococcus faecalis CECT 481. El indculo inicial en los 150 pL finales
fue entre 5,1 y 6,2 log UFC/mL para bacterias y entre 3,6 y 3,7 log UFC/mL para

levaduras.

La mezcla se incuba 48 h a 32 °C, determinandose los microorganismos
supervivientes por recuento en placa en el medio apropiado para cada uno, sembrando
en superficie, por un lado, 50 pL de muestra y, por otro lado, la dilucién 10" con

sembrador en espiral.
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Los experimentos se realizaron al menos por duplicado y en todos ellos se
incluy6 un control positivo, que contenia 100 uLL de salmuera de Gordal (G1) y 50 uL
de un blanco obtenido por CLAE, y un control negativo con 100 pL de salmuera de
Manzanilla (M1) y 50 pL de un blanco obtenido por CLAE. La obtencion del blanco se
realiz6 en las mismas condiciones que los picos aislados, recogiéndose un volumen

similar y sufriendo el mismo proceso de evaporacion y concentracion.

Con la cepa de Lactobacillus pentosus ATCC 8041, se investigaron todos los
compuestos aislados: hidroxitirosol, hidroxitirosol 1-glucosido, hidroxitirosol 4-
glucodsido, tirosol, la forma dialdehidica decarboximetilada de acido elenolico unida a
hidroxitirosol (Hy-EDA), oleuropeina, desconocido 1, desconocido 2, oledsido, la
forma dialdehidica decarboximetilada de &cido elendlico (EDA), secoxyloganin,

secologanosido y oledsido 11-metil éster.

Con las demas cepas, se estudiaron los compuestos: oleuropeina, hidroxitirosol y
la forma dialdehidica decarboximetilada de 4cido elendlico unida a hidroxitirosol (Hy-
EDA). A las salmueras inoculadas con E. coli y E. aerogenes se les ajust6 el pH entre 6
y 7 afiadiéndoles una gota de hidroxido sodico 7 M, ya que al pH original de la

salmuera (4,4) no es adecuado para su crecimiento.

3.11.2. Influencia de las sustancias antimicrobianas sobre la fermentacién a escala

piloto de aceitunas de mesa Gordal y Manzanilla

3.11.2.1. Materia prima y preparacion de aceitunas

Se colocaron en fermentadores aceitunas de las variedades Manzanilla y Gordal
con un color verde-amarillento en la superficie. En el caso de las aceitunas tratadas con
NaOH, se cubren aproximadamente 1700 g de aceitunas con 1200 mL de una solucion
de NaOH al 1,8 % para las Gordales y 2 % para las Manzanillas, y se mantiene en la
solucion alcalina durante 9 h y 40 min para las aceitunas Gordales y 6 h 40 min para las
Manzanillas hasta que la lejia penetra 2/3 partes de la distancia de la piel al hueso.
Después del tratamiento alcalino, todas las aceitunas se lavan con agua de red durante
16 horas y luego se cubren con una salmuera del 10 % de NaCl. Por otra parte, se

colocan aceitunas de las mismas partidas en fermentadores y se cubren con salmuera,
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sin recibir el tratamiento con lejia. Se utilizaron dos tipos de salmuera, una con una baja
concentracion de sal (5 % NaCl) y otra de alta concentracion (10 % NaCl). A los 7 dias
en salmuera, se procede a retirar 50 mL de salmuera de cada uno de los fermentadores,
para la posterior modificacion e inoculacion en el laboratorio. Peridodicamente se

realizaron analisis quimicos y microbiologicos de las salmueras.

Los fermentadores de aceitunas no tratados con NaOH se inocularon a los 7 dias
de su estancia en salmuera con una mezcla de microorganismos. Para ello, se prepararon
cultivos de 18-20 h en caldos MRS con L. pentosus ATCC 8041, L. plantarum ATCC
14917, L. brevis BP y L. mesenteroides LMS51. Posteriormente, se procede a una
centrifugacion del caldo, se resuspende el pellet en solucion salina, y se repite la
operaciéon con objeto de lavar las células de restos del medio de cultivo. De las
suspensiones finales se inocularon 5 mL de cada uno en todos los fermentadores,
consiguiendo una poblacién inicial conjunta de 1,6 x 10° UFC/mL en cada fermentador.
Los caldos MRS fueron modificados con NaCl para la adaptacion a las condiciones
salinas de los microorganismos. Se utilizd una concentracion del 3 % de NaCl para
inocular aquellos fermentadores con sal baja, y una concentracion del 5 % de NaCl para

los de sal alta.

3.11.2.2. Inoculacion y modificacién de salmueras por adicion de extracto de

levadura y medio de cultivo

A los fermentadores de aceitunas Manzanilla sin tratamiento alcalino y con sal
baja citados en el apartado anterior, se les retiré salmuera a los 7 dias (antes de ser
inoculado), las cuales se modificaron adicionandoles diferentes cantidades de extracto
de levadura para alcanzar concentraciones de 0,3; 0,6 y 2 % en la salmuera final. De la
misma manera se afiadio medio de cultivo MRS para obtener concentraciones en la

solucion final de 0,10; 0,25; 0,5y 1 %.

Se inocularon las salmueras, modificadas o no, con L. pentosus ATCC 8041 para
obtener poblaciones iniciales de microorganismos de 1,3 x 10° y 1,5 x 10’ UFC/mL. Las
salmueras se incubaron en una estufa a 32 °C. Los recuentos de las células viables se
realizaron a las 48 horas mediante siembra en placa de MRS agar de 100 pL de la

solucién con el sembrador en espiral.
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3.11.3. Relacién entre la intensidad del tratamiento alcalino y la presencia de

antimicrobianos durante la fermentacion de aceitunas verdes estilo espafiol

3.11.3.1. Materia primay preparacion de aceitunas verdes estilo espafiol

Se realizaron dos experimentos (A y B) correspondientes a dos afos

consecutivos de campaiia.

Experimento A. Se colocan en cuatro fermentadores de PVC aceitunas de la
variedad Manzanilla con un color verde-amarillento en la superficie. En dos se cubren 5
kg de aceitunas con 4 L de una solucion de NaOH al 2 % y se mantienen en la solucién
alcalina durante 7 horas hasta que la lejia penetra 2/3 partes de la distancia de la piel al
hueso (cocido normal). Se preparan otros dos fermentadores con aceitunas en los que se
mantienen las condiciones alcalinas durante 3,5 horas (la lejia s6lo penetra hasta 1/2 la
distancia de la piel al hueso). La temperatura oscild entre 22 y 24 °C. Después del
tratamiento alcalino, todas las aceitunas se lavan con agua de red durante 16 horas y
luego se cubren con una salmuera (11 % NaCl). Cuando el pH de las salmueras pasa a
estar por debajo de 7 (5 dias después) se inoculan con un cultivo iniciador de
Lactobacillus pentosus ATCC 8041 previamente adaptado a las condiciones de sal y
lavado con solucion salina. La poblacion inicial del in6culo en cada fermentador fue 2,8
x 10° UFC/mL. Las condiciones anacrobias se alcanzan cubriendo la superficie de la

salmuera con un tapon-flotador.

Experimento B. Se recogen aceitunas de la variedad Manzanilla con color
verde-amarillento de una finca diferente a las del experimento A con objeto de
confirmar los resultados debido a la variabilidad en la fermentacion de las aceitunas de
unas campafias a otras. También se utilizan dos concentraciones de NaOH para estudiar
su efecto en la fermentacion de los frutos, los cuales se pusieron en 8 fermentadores de

PVC similares a los del Experimento A.
Se estudiaron cuatro tratamiento alcalinos diferentes: 2,2 % NaOH durante 6,5 h

(1a lejia penetra hasta 2/3 la distancia de la piel al hueso), 2,2% NaOH durante 4,5 h (la
lejia penetra hasta 1/2 la distancia de la piel al hueso), 1,7 % NaOH durante 9 h (la lejia
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penetra hasta 2/3 la distancia de la piel al hueso), y 1,7 % NaOH durante 6,5 h (la lejia
penetra hasta 1/2 la distancia de la piel al hueso). La temperatura oscil6 entre 22 y 24

°C. Los siguientes pasos fueron iguales a los realizados en el Experimento A.

Dos fermentadores adicionales de PVC se llenan de aceitunas y se cubren con
una salmuera acidificada (5 % NaCl y 0,5 % é&cido acético) sin ningun tratamiento

alcalino.
3.11.3.2. Ensayo de la actividad bactericida del ole6sido 11-metil éster

Este compuesto se aislo de tres salmueras diferentes del Experimento B: (i)
salmuera de aceitunas sin tratamiento con NaOH; (i1) salmuera de aceitunas tratadas con
1,7 % de NaOH con una penetracion de la lejia de las 2/3 partes de la distancia de la piel
al hueso; (iii) salmuera de aceitunas tratadas con 1,7 % de NaOH con una penetracion
de lejia hasta 1/2 la distancia de la piel al hueso. Se tomaron las muestras a los 5 dias de

estancia en salmuera.

El aislamiento del oledsido 11-metil éster se efectud6 con el mismo

procedimiento descrito para el resto de los compuestos (apartado 3.7.1.).

La actividad antimicrobiana del compuesto aislado se ensayd en salmueras
preparadas de manera aséptica a los dos meses de almacenamiento procedentes de
aceitunas de la variedad Gordal, procedimiento descrito anteriormente. Se inocula 100
uL de salmuera de Gordal con una dilucion de un cultivo en caldo MRS de 18-20 h de
Lactobacillus pentosus para obtener, después de la adicion de 50 pL del compuesto
aislado, una poblacion inicial de 6,2 log UFC/mL. La mezcla se incuba a 32 °C durante
48 horas. El recuento de supervivientes se realiza por extension directa de 50 uL y la
siembra de la dilucion 107" (en agua de peptona al 0,1 %) con el sembrador en espiral.
La concentracion del compuesto aislado de las distintas fuentes fue de 0,86 mM vy el

ensayo control se realizé con el extracto control obtenido por CLAE.
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3.11.4. Compuestos antimicrobianos en aceitunas no tratadas con alcali.

Experiencia industrial de conservacion de aceitunas negras

3.11.4.1. Materia prima y almacenamiento industrial de aceitunas negras

Se almacenaron aceitunas de la variedad Hojiblanca, recogidas entre los meses
de octubre y noviembre con una coloracion verde-amarillenta, en tanques enterrados de
poliéster y fibra de vidrio con una capacidad de 10000 kg de frutos y 5000 L de liquido
de conservacion. Las condiciones aerobicas se consiguieron instalando una columna de
aireacion (De Castro y colbs. 2007). Se utilizaron tres métodos de conservacion: (i) 4 %
NaCl (p/v), 1,2 % éacido acético (p/v) y condiciones aerdbicas (aerobico y sal); (ii) 1,6 %
(p/v) de acido acético y condiciones aerobicas (aerdbico); (iii) 2,4 % de acido acético
(p/v) y condiciones anaerobicas (anaerdbico). Las aceitunas fueron conservadas en 24
tanques localizados en tres cooperativas diferentes de encurtidos de aceitunas. Los
frutos se mantuvieron durante un afio sin adicién quimica alguna, salvo antes del verano
que se anadio sal a los liquidos de conservacion hasta alcanzar 4-5 % (p/v) de NaCl. Las
muestras se tomaron periddicamente para el anélisis de acidos organicos y compuestos

polifendlicos y oleosidicos.

3.11.4.2. Incubacién de aceitunas negras, liquidos de conservacion y compuestos

puros

Las muestras de aceitunas conservadas para negras del apartado anterior y sus
liquidos de conservacion procedentes de 3 tanques, a los 7 meses de almacenamiento, se
obtuvieron en el mes de mayo. Los frutos fueron almacenados en una solucién
acidificada libre de sal bajo condiciones aerdbicas (aerobico). Se llenan dos frascos de
0,5 L de capacidad con aceitunas y liquido de conservacion y se cierran con una tapa
ajustada para reducir la evaporacion del liquido y permitir el intercambio gaseoso.
Ademas, dos muestras de liquido de conservacién de aceitunas se microfiltran y
nanofiltran a través de 0,22 um y 3000 daltons de tamafo de poro respectivamente.
Estas soluciones filtradas se vierten en eppendorf de 2 mL cerrados bajo condiciones
asépticas. Todos los frascos y viales eppendorf se incuban en una cdmara termostatica a
32 °C durante 5 meses. Se toman muestras periddicamente para el analisis de fenoles y

oleodsidos.
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A partir de uno de los liquidos de conservacion de aceitunas almacenados
durante 5 meses, se aislan los compuestos EDA y Hy-EDA mediante CLAE. El
procedimiento es el mismo que para el aislamiento de compuestos puros procedentes de
una salmuera comentado en el apartado 3.8.1. Las fracciones recogidas de cada pico se
evaporan bajo vacid hasta sequedad y el residuo se resuspende en una salmuera estéril
acidificada (5 % NaCL, y 0,5 % acido acético). Las salmueras se vierten en eppendorfs
de 2 mL y se incuban de la misma manera que el comentado para las aceitunas y

liquidos de conservacion. Se toman muestras periddicas bajo condiciones de asepsia.

3.11.5. Antimicrobianos en diferentes variedades de aceitunas de mesa

3.11.5.1. Materia primay preparacion de aceitunas

Se recogieron frutos en las provincias de Sevilla y Cordoba. Aceitunas de las
variedades Ascolana, Domat, Alorefia, Arbequina, Morona, Conservolea, Gordal,
Picual, Hojiblanca, Leccino, Koroneiki, Verdial, Picholine, Cacerefa, Kalamata, Galega
y Manzanilla se recogieron con un color en la superficie del fruto verde-amarillento
procedente de dos fincas diferentes durante los meses de septiembre y octubre. Los
frutos se prepararon asépticamente de la misma manera que se describe en el apartado

3.11.1.1.

Ademas, se pasterizaron frutos de la variedad Manzanilla con un color verde-
amarillento a 80 °C durante 5 minutos y se enfriaron en un bafio con agua estéril a
temperatura ambiente. Se prepararon de manera aséptica tanto aceitunas calentadas
como no calentadas. Los frascos se almacenaron a temperatura ambiente durante 1, 3 y

6 meses.

3.11.5.2. Ensayo con extractos crudos de aceitunas

Frutos congelados de las variedades Gordal, Alorena, Picual, Manzanilla,
Cacerenia y Kalamata se descongelan a temperatura ambiente durante 1 hora y se
deshuesan. Inmediatamente, 5 g de pulpa obtenidos a partir de 10 aceitunas se mezclan
con 5 mL de agua destilada, se trituran en el ultraturrax y se mantienen con agitacion

magnética durante 5 minutos. A continuaciéon, la mezcla se centrifuga a 9000x g 5
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minutos a 5 °C. El sobrenadante se pasa a través de filtros de 0,22 um de tamano de

poro, y una alicuota de 20 puL se inyecta en el cromatografo.

Por otra parte, aceitunas congeladas de las variedades Manzanilla, Cacerefia y
Kalamata se pasterizaron en un bafio 90 °C durante 10 minutos, se deshuesaron y

procesaron de la misma manera que las aceitunas no pasterizadas.

3.11.5.3. Experimento de pasterizacion de aceitunas

Se calentaron frutos de la variedad Manzanilla con un color verde-amarillento en
un bafio a 80 °C durante 5 minutos, y se enfriaron en de agua estéril a temperatura
ambiente. Se prepararon aceitunas calentadas y no calentadas bajo condiciones asépticas
como se ha comentado anteriormente, se pusieron en frascos estériles con una salmuera
acidificada estéril. Los frascos se almacenaron a temperatura ambiente durante 1, 3 y 6
meses. Posteriormente, las salmueras se analizaron y se ensayd el crecimiento de

microorganismos como se describe en el apartado 3.10.3.2.

3.12. Compuestos antimicrobianos de la aceituna de mesa y otros desinfectantes

comerciales

3.12.1. Sustancias quimicas

Los compuestos tirosol, catequina, epicatequina, timol, eugenol, carvacrol,
trans-2-nonenal, 4cido carndsico, glutaraldehido (GTA) y orto-ftalaldehido (OPA) se
obtuvieron de Sigma (St. Louis, Mo). Todos ellos fueron disueltos en tampén fosfato
salino (PBS, pH 7), excepto eugenol y timol que fueron disueltos en etanol y luego
diluidos en PBS (4 % de alcohol). Nonenal fue disuelto en dimetilsulfésido (DMSO) y
luego diluido en PBS (10 % DMSO).

La oleuropeina y el hidroxitirosol se obtuvieron de Extrasynthese (Genay,

Francia) y también fueron disueltos en PBS.
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Los antimicrobianos de las aceitunas se aislaron mediante CLAE analitica,
segiin se recoge en el apartado 3.7.1. EDA y Hy-EDA se aislaron de una salmuera
aséptica de aceituna Manzanilla almacenada durante 2 meses (Medina y colbs., 2007), y

Ty-EDA de un extracto de aceite de oliva virgen (Montedoro y colbs., 1992).

3.12.2. Ensayo de la actividad bactericida de compuestos puros

Los compuestos anteriores se ensayaron frente a P. fluorescens CECT 378, S.

aureus CECT 239, E. coli CECT 434 y E. faecalis CECT 481.

Se inocularon 100 pL de las soluciones de los compuestos con 50 pL de la
dilucién en PBS de un cultivo en caldo de 18-20h del microorganismo diana para
obtener una poblacién inicial entre 5 x 10° y 1 x 10® UFC/mL. La mezcla se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos y luego se hizo una siembra de la dilucion 10

(0,1 % de agua de peptona) con un sembrador en espiral.

Las soluciones de hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina se prepararon para
alcanzar concentraciones finales desde 0 a 20 mM. Catequina, epicatequina, timol,
eugenol y carvacrol se probaron a concentraciones entre 0 y 5 mM, y nonenal y acido
carndsico de 0 a 4 mM. También se incluyeron los controles con PBS, PBS con etanol

(4 % alcohol) y PBS con DMSO (10 % DMSO).

La concentracion minima bactericida (CMB) del GTA, OPA, EDA, Hy-EDA y
Ty-EDA bajo estas condiciones experimentales (5 minutos de contacto) se determino
como la concentracion mas baja donde no se detectaron células viables. La actividad
bactericida de OPA (0,05 mM) y Hy-EDA (0,075 y 0,09 mM) también se comprobo

durante 15 minutos de contacto con la cepa S. aureus.

Con el fin de investigar la influencia de las proteinas sobre la eficacia
antimicrobiana de GTA, OPA, Hy-EDA y Ty-EDA, se modific6 el procedimiento
descrito anteriormente, afiadiéndole 0,3 g/L 6 3 g/L de albumina de suero bovino (BSA)
a la suspension bacteriana se S. aureus, simulando condiciones limpias y sucias

respectivamente (European Standar EN 1276, 1997).
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3.13. Analisis estadistico.
Los datos se sometieron a analisis estadistico mediante el programa Statistica

(Statistica for Windows, Tulsa, OK). Los estadisticos calculados fueron medias,

desviaciones estandar y errores estandar y rectas de regresion.
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Resultados y discusién

4.1. Actividad antimicrobiana del aceite de oliva

4.1.1. Actividad antimicrobiana de aceites de oliva y otros aceites vegetales

comestibles

La pequeia diferencia entre las poblaciones microbianas iniciales y tras una hora
de contacto con los aceites, indica que ninguno de los aceites de semilla estudiados
(maiz, colza, girasol, algodon y soja) mostrd actividad antimicrobiana frente a los
organismos ensayados (Tabla 3). So6lo en el caso de los aceites obtenidos de la aceituna
se obtuvieron diferencias mayores de tres unidades logaritmicas, lo que demuestra su
caracter microbicida. Indudablemente, la composicion en acidos grasos de los aceites de
oliva y otros aceites vegetales de semilla es diferente y podria pensarse en esta variable
como responsable de sus diferencias en actividad antimicrobiana ya que se ha
encontrado dicha actividad por parte de acidos grasos libres (Bergsson y colbs., 2001).
Sin embargo, la actividad bactericida mostrada por los aceites de oliva fue mayor para
los aceites de oliva virgenes, seguida por los aceites de oliva y los de orujo de oliva, el
mismo orden en el que decrecen los componentes minoritarios de estos aceites, lo que

apoya la participacion de dichos compuestos en su actividad bactericida.

Entre los microorganismos ensayados, C. albicans fue el Gnico que no se vio
afectado después del tratamiento con aceites de oliva, incluso cuando la concentracion
inicial del inéculo fue solo de 10> UFC/mL. Sorprendentemente, se ha propuesto una
mezcla de miel, aceite de oliva y cera de abeja para tratar problemas de dermatitis
provocados por esta levadura (Al-Waili y colbs., 2005). Asimismo, un extracto de la
hoja del olivo fue capaz de inhibir el crecimiento de C. albicans después de un dia de
contacto (Markin y colbs., 2003). Por consiguiente, cabe la posibilidad de que los
compuestos activos del extracto de la hoja del olivo, principalmente compuestos
fenolicos, sean diferentes a los del aceite de oliva empleados en este experimento. Sin
embargo, hay que decir que el extracto de hoja de olivo fue mas inhibidor contra E. coli
que contra C. albicans. También se ha descrito que el aceite de oliva fue efectivo en la
conservacion de queso de yogur inoculado con otra levadura, Kluyveromyces marxianus
(Keceli y colbs., 1999), aunque este hecho fue atribuido a las condiciones anaerobias
creadas por el aceite, ya que otros aceites vegetales también conservaron dicho queso de
yogur. Por tanto, parece que el crecimiento de levaduras no es inhibido en gran medida

por los compuestos fenolicos del aceite de oliva.
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana (Log No/N;)* de diferentes aceites vegetales comestibles

Aceite de oliva  Aceite de oliva  Aceite Aceite de orujo

b

Microorganismo Control virgen Picual  virgen Arbequina de oliva de oliva Aceite de girasol Aceite de maiz
AOVP2 AOVA2 AO2 AOO1 AGI AM1

L. acidophilus <0,01 >4,59 >4,59 >4,59 >4,59 <0,01 <0,01

L. monocytogenes 0,13 (0,03)° >4 82 >4.82 >4.82 >4.82 0,07 (0,01) 0,12 (0,01)
S. mutans 0,24 (0,07) >4.79 >4.79 >4,79 >4.79 0,22 (0,01) 0,31 (0,03)
B. bifidum 0,71 (0,07) >4,95 >4,95 >4.95 3,81 (2,08) 0,68 (0,05) 0,70 (0,06)
E. faecium 0,07 (0,02) >4,84 >4,84 >4,84 0,71 (0,10) 0,05 (0,01) 0,10 (0,01)
E. faecalis <0,01 >4,94 >4,94 >4,94 3,71 (0,33) 0,07 (0,01) 0,06 (0,01)
S. aureus <0,01 >4.60 >4.60 >4,60 >4.60 <0,01 <0,01

C. perfringens 0,36 (0,01) >5,38 >5,38 >5,38 4,28 (0,34) 0,86 (0,01) 0,12 (0,01)
S. sonnei 0,07 (0,05) 2,43 (0,13) 3,47 (0,75) 1,79 (0,01) 0,31 (0,14) 0,04 (0,01) 0,04 (0,02)
Bacteroides sp. <0,01 >5,11 >5,11 >5,11 >5,11 0,06 (0,03) 0,19 (0,08)
Yersinia sp. 0,09 (0,01) >4,58 >4,58 >4,58 0,08 (0,03) 0,02 (0,01) 0,04 (0,02)
E. coli <0,01 1,76 (0,01) 1,22 (0,01) 0,72 (0,01) 0,39 (0,07) 0,15 (0,01) 0,18 (0,01)
S. Enteritidis 0,44 (0,05) >5,11 >5,11 2,67 (0,16) 0,59 (0,04) 0,58 (0,01) 0,56 (0,01)
C. albicans <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

* No= UFC/ml inoculado; N;= UFC/ml después de 1 hora.® El indculo inicial fue aprox. 10° UFC/ml para todas los microorganismos excepto C.

albicans que fue 10* UFC/ml. ¢ Desviacion estandar.
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En cuanto a las bacterias, la mayor parte de éstas no sobrevivieron después de
una hora de contacto con los aceites de oliva virgenes de las variedades Picual y
Arbequina (Tabla 3). S6lo dos Gram-negativas, S. sonnei y E. coli, lograron sobrevivir
aunque disminuy6 su numero. De los datos recogidos en la Tabla 3 se deduce también
una tendencia a ser mas activos los aceites de oliva frente a microorganismos Gram-
positivos que frente a Gram-negativos. De hecho, hay datos contradictorios en la
literatura cientifica cuando se ensayaron compuestos naturales frente a un amplio
espectro de microorganismos. Por ejemplo, los compuestos fenolicos procedentes de
extractos de baya inhibieron preferentemente el crecimiento de bacterias Gram-
negativas (Puupponen-Pimié y colbs., 2001), y lo contrario sucedid para los fenoles de

aceites esenciales (Burt y colbs., 2004).

Por otra parte, los aceites de oliva mostraron actividad bactericida frente a FE.
coli y C. perfringens, microorganismos que crecen en el tracto intestinal y que no se
consideran especialmente beneficiosos para la salud humana. Muchos extractos de
plantas (Park y colbs., 2005) y alimentos como el té¢ (Koo y Cho, 2004) pueden mejorar
la microbiota intestinal inhibiendo microorganismos dafiinos pero también promoviendo
y manteniendo los beneficiosos como las bacterias productoras de acido lactico. No
obstante, los aceites de oliva también ejercieron actividad bactericida frente a los
microorganismos beneficiosos L. acidophilus y B. bifidum. A pesar de que estos
resultados hayan sido obtenidos in vitro, y los componentes inhibidores del aceite de
oliva se pueden transformar durante la digestion, este hecho sugiere que el crecimiento
de la microbiota intestinal, incluyendo Bacteroides sp., puede verse influenciado por el
consumo de aceite de oliva, aunque, desde luego, ello dependeré de la cantidad de aceite
ingerido. Parte, al menos, de los compuestos bioactivos como los polifenoles son
absorbidos antes de alcanzar el colon (Scalbert y colbs., 2002; D"Angelo y colbs., 2001;
de la Torre-Carbot y colbs., 2007) y éstos incluso son transformados por la microbiota

intestinal (Simons y colbs., 2005).

Entre los alimentos que pueden inhibir el crecimiento de la bacteria cariogénica
S. mutans se ha citado el té¢ (Koo y Cho, 2004) y muy recientemente el aceite de oliva
(Pretty y colbs., 2003). Los investigadores han encontrado que un dentifrico, con aceite
de oliva en su formulacion, podria disminuir tanto el crecimiento bacteriano como la

adherencia de los microorganismos. En nuestro caso, se ha observado un potente efecto
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bactericida de todos los tipos de aceite de oliva frente a S. mutans (Tabla 3), incluso el
aceite de orujo de oliva elimind a las bacterias inoculadas. Pretty y colbs. (2003)
propusieron la necesidad de nuevos estudios a largo plazo para correlacionar mejor el
uso de un dentifrico con aceite de oliva en su formulacion con la salud gingival. Sin
embargo, a la vista de los resultados, pensamos que este estudio deberia ser llevado a
cabo directamente con aceite de oliva ya que su simple consumo podria influir en la

microbiota oral.

Otro objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana del aceite
de oliva frente a patdogenos presentes en los alimentos. En este sentido, el aceite de oliva
virgen, el aceite de oliva y el aceite de orujo de oliva mostraron un efecto bactericida
significativo frente a S. aureus, L. monocytogenes y Yersinia sp., y mas débil frente a S.
Enteritidis y S. sonnei (Tabla 3). Estos resultados confirman las presuntas propiedades
antimicrobianas del aceite de oliva que cientificamente no habian sido demostradas. Por
lo tanto, se abre la posibilidad de usar los aceites de oliva como conservantes de
alimentos para prevenir el crecimiento de microorganismos patdgenos o retrasar la
caducidad de alimentos. Raford y colbs. (1991) y Lock y Board. (1996) relacionaron la
inhibicién del crecimiento de patégenos en alimentos con el empleo del aceite de oliva.
En estos trabajos, ellos observaron un indice de mortalidad mas répido para S.
Enteritidis en mayonesa hecha con aceite de oliva virgen que en la preparada con aceite
de girasol, aunque atribuyeron este efecto a la elevada acidez asi como a los polifenoles
totales del aceite de oliva. Sin embargo, estos estudios se realizaron antes de que fueran
descubierto los compuestos fendlicos principales en el aceite de oliva: las agluconas
secoiridoides de oleuropeina y ligustrésido (Montedoro y colbs., 1993) y los lignanos

(Brenes y colbs., 2000), por lo que no fueron analizados.

Teniendo en cuenta la elevada actividad antimicrobiana detectada in vitro para
los diferentes aceites de oliva y que ésta fue mayor en los virgenes que en los de oliva o
de orujo, las investigaciones se centraron en los compuestos polifendlicos como
responsables de dicha actividad. Hay que tener en cuenta que los polifenoles son
sustancias a las que se les atribuye en la literatura cientifica una elevada actividad
antimicrobiana (Toda y colbs., 1989; Ikigai y colbs., 1993; Yam y colbs., 1997; Wen y
colbs., 2003).

76



Resultados y discusién

Figura 9. Cromatograma obtenido por CLAE de compuestos fendlicos y
oleosidicos de un aceite de oliva virgen de variedad Hojiblanca. La deteccion por
fluorescencia fue a 320 nm (excitacion a 280 nm) (A) y la deteccion al ultravioleta fue a
280 nm (B), 240 nm (C) y 320 nm (D). Picos: (1) hidroxitirosol glicol; (2)
hidroxitirosol; (3) acido elendlico A; (4) tirosol; (5) patron interno, acido siringico; (6)
hidroxitirosol acetato; (7) acido elendlico B; (8) acido elendlico oxidado; (9) forma
dialdehidica decarboximetilada de la aglucona de la oleuropeina; (10) forma
dialdehidica decarboximetilada de 1la aglucona del ligustrésido; (11) 1-
acetoxipinoresinol; (12) pinoresinol; (13) aglucona de oleuropeina; (14) aglucona del

ligustrosido; (15) luteolina; (16) apigenina.

Deteccion |4 A 12
fluorescencid
2 13
5
14
6 11
x L
uv 5 B
Deteccion

uv
Deteccién

-

15
uv D

Deteccion

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Minutos

El anélisis de los polifenoles en los diferentes tipos de aceite de oliva se realizd
por CLAE (Figura 9). La mayoria de ellos han sido previamente caracterizados en aceite
de oliva (Montedoro y colbs., 1993; Brenes y colbs., 2000, Artajo y colbs., 2006)
excepto el hidroxitirosol glicol (3,4-dihidroxifenilglicol) (Visioli y Galli, 2002). Este
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compuesto fue el primero detectado en el agua de vegetacion de los frutos de aceituna
(Bianchi y colbs., 1994), aunque nunca antes en aceite de oliva. Este pico eluye a 4,2
minutos con un méaximo de absorbancia a 280 nm como el hidroxitirosol y en el
espectro de masas muestra el idn molecular a 167 y un fragmento a 151 uma. Todos
estos datos fueron comparados con el de un estandar comercial y la presencia de

hidroxitirosol glicol fue confirmada en la mayoria de los aceites.

Otros compuestos identificados en aceite de oliva por CLAE-EM, y con
propiedades antimicrobianas (Renis y colbs., 1970) fueron los oledsidos del acido
elendlico A (m/z 241) y B (m/z 241), y el acido elenolico oxidado (m/z 258). Todos ellos
mostraron un espectro de absorbancia al UV con un méaximo entre 230 y 240 nm. Estos
han sido detectados antes en el aceite de oliva usando CLAE-EM (Rovellini y Cortesi,
2002), aunque su caracterizacion estructural completa es dificil de obtener debido a su

inestabilidad.

Como cabria esperar, los principales compuestos fendlicos en el aceite de oliva
virgen fueron las agluconas de oleuropeina y ligustrésido (Tabla 4), seguido por los
fenoles simples hidroxitirosol, tirosol, hidroxitirosol acetato y lignanos (Garcia y colbs.,
2003). El hidroxitirosol glicol, identificado recientemente, fue encontrado a una
concentracion menor a 35 pmol/kg aunque mayor que las detectadas para los flavonas

luteolina y apigenina.

Asimismo, se encontraron grandes diferencias en la composicion fenolica entre
aceites de diferentes variedades de aceitunas y por supuesto diferencias significativas
entre aceites de oliva virgen, aceites de oliva y aceites de orujo de oliva. El aceite de
orujo de oliva tuvo una concentracion significativamente menor en polifenoles totales
que el resto de los aceites (test de Duncan de rango multiple), seguido del aceite de
oliva, aunque no estadisticamente diferente de la concentracion en los aceites de
Hojiblanca y Arbequina. Los aceites de oliva virgen de las variedades Manzanilla y
Cornicabra presentaron una significativa mayor concentracion en los polifenoles totales
que otros aceites de oliva monovarietales. Estos resultados explican la necesidad de
especificar el tipo de aceite de oliva e incluso la composicion fendlica de los aceites

cuando se ensayen frente a microorganismos.
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Tabla 4. Compuestos fendlicos (umol/kg) en los aceites de oliva estudiados

Compuesto
Aceite
Hy Ty Hy-EDA  Ty-EDA  Hy-Ac Hy-EA Ty-EA 1-AcPinor Pinor Luteolina Apigenina Hy-G Total

AOVP1? 176,8 52,3 9234 202,6 500,4 622,7 253,6 18,7 154,2 6,3 1,4 26,9 2939,3
AOVP2 147,3 75,0 437,6 157,6 51,5 783,5 454,5 8,7 109,1 9,4 2,4 31,9 2268.5
AOVP3 144 56,1 41,6 167,2 37,8 391,3 3482 3,9 1443 5,3 1,3 14,6 1226,0
AOVAI 95,4 434 385,7 164,7 198,7 87,4 21,1 187,1 116,7 14,7 3,7 12,3 1330,8
AOVA2 179,6 59,9 559.4 179,8 202,6 85,0 17,5 133,9 107,6 13,7 4.4 14,3 1557,8
AOVA3 44,5 26,2 443.8 48.4 440,0 84,5 13,4 269,1 132,8 29,1 5,9 32,9 1570,7
AOVMI1 145,8 65,2 802,7 209,0 105,4 1217,6 6443 6,4 101,0 8,3 3,8 11,4 3320,9
AOVM2 479,6 1594 740,5 283.5 130,8 535,8  249,6 72,2 52,7 12,0 5,2 8,8 2730,0
AOVM3 317,2 1584 1427,0 364,0 213,7 852,2 3552 83,1 524 11,7 5,4 10,1 2850,5
AOVCl1 164,1 54,1 1332,7 427,1 1,5 778,6 4972 9,2 1044 1,3 0,5 10,8 3381,3
AOVC2 2954 128.,6 420,2 216,9 27,7 293,7 168,8 25,5 127,77 3,5 1,3 26,0 1731,3
AOVC3 342,77 123,5 559,8 258,1 ND 558,0 181,2 39,1 1589 11,3 1,5 22,8 22569
AOVHI1 116,6 33,6 337,7 110,4 95,4 3739 179,5 53,3 46,0 10,2 3,9 12,9 1373,3
AOVH?2 159,2 121,6 296,2 160,2 51,9 4542  240,8 54,4 86,0 11,9 5,1 16,4 1657,9
AOVH3 87,9 34,1 358,1 101,9 64,9 309,6 145,8 52,7 76,5 8,5 2,0 2,8 12448
AOl1 137,7 55,3 216,3 122.4 76,4 402,9 213,6 5,4 63,5 3,0 0,8 31,7 1328.8
AO2 91,6 539 2481 116,7 58,5 390,5 1733 50,5 1052 7,3 2,0 ND¢ 1297,7
AO3 89,9 2973 196,8 101,7 135,5 204,9 111,6 4.5 63,0 2,5 0,8 12,6 953,3
AOO1 23,5 8,7 13,3 17,2 7,1 68,1 41,3 0,1 8,2 ND ND ND 187,6
AOO0O2 ND ND ND ND ND 16,8 10,1 20,8 1,9 6,2 0,9 0,4 57,3
AOO3 1,2 ND ND ND ND 16,2 7,9 4,6 3,4 5,4 0,9 0,4 40,0

*Ver Tabla 2 para la identificacion de los aceites. “No detectado.
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Pues bien, los efectos bactericidas de todos los aceites vegetales frente a E. coli
y de los aceite de oliva virgen frente a S. Enteritidis se representa en las Figuras 10y 11

respectivamente.

Figura 10. Efectos de diferentes aceites vegetales en la viabilidad de células de E. coli
después de una hora de contacto con la mezcla de tampodn/aceite (1:1). Las barras

indican los errores estandar del valor. Ver Tabla 2 para la identificacion de los aceites.
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Figura 11. Efecto de diferentes aceites de oliva virgen en la viabilidad de S. Enteritidis
después de una hora de contacto con la mezcla tampon/aceite (4:1). Las barras indican

los errores estandar del valor. Ver Tabla 2 para la identificacion de los aceites.
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El aceite de oliva virgen, y en particular ciertos aceites monovarietales,
mostraron la mayor actividad, seguidos de los de oliva, los cuales pierden sus
compuestos fenolicos durante la refinacion. Los que menor o nula actividad mostraron
fueron los de semilla (girasol, soja, algodon, maiz y colza). Estos datos, junto con la
composicion fenolica de cada aceite de oliva, fueron utilizados para correlacionar cada
compuesto fenolico con la viabilidad de E. coli (Tabla 5) y S. Enteritidis (Tabla 6)
mediante regresion lineal. Se calculé el coeficiente de determinacion (R?) para cada uno

de los compuestos fenolicos.

Tabla 5. Resultados del analisis de regresion lineal llevado a cabo entre los datos de la
viabilidad celular de E. coli reflejadas en la Figura 10 y los compuestos fenolicos

presentes en los aceites (Tabla 4) o difundidos al tamp6n (Tabla 7).

Polifenoles en aceite Polifenoles en buffer

(R?) coeficiente de (R?) coeficiente de
Compuesto  determinacion Probabilidad determinacion  Probabilidad
Ty-EDA 0,40 p <0,01 0,58 p <0,01
Hy-EDA 0,47 p <0,01 0,64 p <0,01
Hidroxitirosol 0,47 p <0,01 0,55 p <0,01
Tirosol 0,40 p <0,01 0,49 p <0,01
Hy-EA 0,22 p >0,01 0,27 p >0,01
Ty-EA 0,14 p >0,01 0,39 p <0,01
Hy-Ac 0,04 p >0,01 0,02 p >0,01
1-AcPinor 0,01 p >0,01 0,01 p >0,01
Pinoresinol 0,07 p >0,01 0,15 p >0,01
Luteolina 0,01 p >0,01 0,01 p >0,01
Apigenina 0,01 p >0,01 0,02 p >0,01
Hy-G 0,02 p >0,01 0,03 p >0,01
Suma de
polifenoles 0,40 p <0,01 0,58 p <0,01
Suma de Hy +
Ty + Hy-EDA+ 0,69 p <0,01 0,79 p <0,01
Ty-EDA
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Entre los compuestos fenolicos, la forma dialdehidica decarboximetilada del
acido elendlico unido a hidroxitirosol (Hy-EDA) y unido a tirosol (Ty-EDA), junto con
hidroxitirosol y tirosol mostraron correlacion significativa con la viabilidad celular (p <

0,01), en particular los dos primeros compuestos.

Tabla 6. Resultados del analisis de regresion lineal llevado a cabo entre los datos de la
viabilidad celular de S. Enteritidis reflejadas en la Figura 11 y los compuestos fendlicos

presentes en los aceites (Tabla 4) o difundidos al tampon (Tabla 7).

Polifenoles en aceite Polifenoles en buffer

(R?) coeficiente de (R?) coeficiente de
Compuesto  determinacion Probabilidad determinacion  Probabilidad
Ty-EDA 0,77 p <0,01 0,70 p <0,01
Hy-EDA 0,60 p <0,01 0,74 p <0,01
Hidroxitirosol 0,46 p <0,01 0,62 p <0,01
Tirosol 0,33 p> 0,01 0,42 p <0,01
Hy-EA 0,24 p >0,01 0,29 p >0,01
Ty-EA 0,12 p >0,01 0,24 p >0,01
Hy-Ac 0,06 p >0,01 0,02 p >0,01
1-AcPinor 0,10 p >0,01 0,02 p >0,01
Pinoresinol 0,01 p >0,01 0,10 p >0,01
Luteolina 0,10 p >0,01 0,19 p >0,01
Apigenina 0,05 p >0,01 0,08 p >0,01
Hy-G 0,03 p >0,01 0,02 p >0,01
Suma de
polifenoles 0,54 p <0,01 0,74 p <0,01
Suma de Hy + Ty
+ Hy-EDA+ 0,83 p <0,01 0,88 p <0,01
Ty-EDA

Es interesante comentar que la aglucona de la oleuropeina y del ligustrosido
(Hy-EA y Ty-EA), los cuales son los principales compuestos fenolicos en la mayoria de
los aceites, no mostraron correlacion con la viabilidad celular, ni el hidroxitirosol

acetato, flavones o lignanos. Tampoco los diferentes oledsidos analizados,
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correlacionaron con la viabilidad celular. Cabe destacar que los compuestos Hy-EDA e

hidroxitirosol poseen actividad antioxidante, y que Ty-EDA y tirosol no.

Por tanto, se encontr6 una buena relacion entre la suma de los cuatro
compuestos Hy-EDA, Ty-EDA, hidroxitirosol y tirosol, y la viabilidad celular de E. coli
(R*= 0.69) y S. Enteritidis (R?=0.83). Keceli y Robinson (2002) estudiaron la actividad
antimicrobiana de extractos fenolicos procedente de aceite de oliva virgen y no
encontraron relacion con la viabilidad celular para ningin compuesto individual. De
hecho, detectaron solamente hidroxitirosol, tirosol y otros componentes minoritarios en

dichos extractos.

Por consiguiente, por primera vez la actividad antimicrobiana del aceite de oliva
ha sido atribuida a los compuestos fenolicos Hy-EDA y Ty-EDA. Durante muchos
anos, los investigadores habian focalizado sus estudios en la actividad antimicrobiana
de la oleuropeina (Fleming y colbs., 1973; Tassou y Nichas, 1995; Ma y colbs., 2001),
la cual estd presente en el aceite de oliva en muy poca cantidad (Perri y colbs., 1999),
también en la aglucona de la oleuropeina (Kubo y colbs., 1985) e hidroxitirosol (Furneri
y colbs., 2004), aunque nunca sobre los compuestos Hy-EDA y Ty-EDA. El hecho de
que solo hidroxitirosol, tirosol, Hy-EDA y Ty-EDA correlacionen con la viabilidad
celular, nos permitié pensar que este efecto podria estar relacionado con la polaridad

fenolica y, por lo tanto, con su difusion a la fase acuosa (tampon PBST).

Varios estudios han demostrado una buena correlacion entre el coeficiente de
particion de los polifenoles del aceite de oliva, determinado por el método de
octanol/agua, y su tiempo de elucion durante el andlisis por CLAE (Paiva-Martins y
colbs., 2003; Fogliano y colbs., 1999). Como muestra la Figura 9, los cuatro polifenoles
mencionados eluyen al principio del cromatograma (entre 15 y 30 minutos), en
contraste con hidroxitirosol glicol e hidroxitirosol acetato, que también son compuestos
polares y rapidamente eluyen de la columna, pero estos no se correlacionan con la
viabilidad celular. Para confirmar esta sospecha, se analiz6 la composicion fenolica de
la solucion tampdn después de una hora de contacto con los diferentes aceites de oliva
(Tabla 7). Cuanto mas polar es el compuesto, mayor es la cantidad difundida del aceite

al tampon.
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Tabla 7. Compuestos fendlicos (umol/l) en el tampon después de una hora de contacto entre el aceite y el tampon (1:1).

Compuesto
Aceite
Hy Ty Hy-EDA Ty-EDA  Hy-Ac Hy-EA  Ty-EA 1-AcPinor Pinor Luteolina Apigenina Hy-G  Total

AOVP1? 3143 58,5 657,8 74,3 380,9 179,7 28,0 7,2 32,3 6,1 0,7 31,0 1770,8
AOVP2 284,77 86,9 281,3 56,9 30,7 173,2 40,7 4,3 19,6 7,7 1,0 30,2 1017,2
AOVP3 106,3 73,3 ND¢ 54,8 22,8 96,9 31,9 1,8 27,4 4.5 0,7 37,2 457,4
AOVAI 47,7 51,6 177,7 24,6 52,6 10,7 2,4 28,9 11,3 11,8 1,3 9,6 299.1
AOVA2 1644 30,2 290,8 47,5 105,9 18,5 42 35,1 18,6 10,2 1,4 10,8 751,7
AOVA3 83,5 24,7 169,0 11,0 199,5 18,4 2,1 59,9 20,4 21,0 1,9 16,1 627,5
AOVMI1 4496 923 571,8 74,6 62,8 313,7 58,1 4,7 20,3 7,3 1,6 21,6 1678.,5
AOVM2 485,8 1649 447.6 86,3 71,9 135,9 28,0 23,2 10,0 10,3 2,4 8,9 14579
AOVM3 450,6 142,7 880,9 105,3 114,7 184,5 30,8 29,3 9,7 9,7 1,7 14,5 1973,1
AOVCl1 353,7 79,6 1180,2 256,1 ND 216,4 49,2 7,2 23,2 1,2 0,2 15,9 21828
AOVC2 3389 127,1 346,7 114,6 16,9 98,3 42,1 10,1 27,0 3,5 0,5 18,4 1144,2
AOVC3 471,9 139,2 634,9 155,1 ND 168,5 50,1 11,0 29,8 3,5 0,4 22,6 1686,9
AOVHI1 157,1 39,9 1914 31,4 47,4 70,4 15,6 15,2 7,9 8,1 1,5 17,0 603,0
AOVH?2 217,9 118,2 172,6 59,9 30,1 113,3 31,3 19,0 16,6 7,2 1,6 19,7 807,4
AOVH3 161,2 68,0 245.5 36,4 41,1 79,8 16,9 18,4 16,5 8,9 1,6 7,5 676,2
AOl1 148,0 41,5 94,3 30,8 30,5 71,4 18,8 2,2 8,6 1,9 0,3 23,9 472,1
AO2 136,9 46,3 133,1 27,6 24,0 69,4 14,2 12,4 16,0 4,9 0,5 9,0 4943
AO3 91,8 22,6 74,1 15,5 55,2 37,3 11,0 1,3 8,9 1,6 0,2 9,5 329.1
AOO1 31,6 7,8 ND ND 2,4 15,7 5,2 0,5 1,0 ND ND 1,8 66,0
AOO0O2 ND ND ND ND ND ND 1,8 ND ND ND ND ND 1,8
AOO3 2,1 0,3 ND ND 0,8 1,5 1,9 ND 0,2 ND ND 0,8 8,0

*Ver Tabla 2 para la identificacion de los aceites. * No detectado.
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De esta manera, se difunde casi todo el hidroxitirosol y tirosol, alrededor de un
40-60 % de Hy-EDA y Ty-EDA, y solo un 15-30 % de Hy-EA y Ty-EA. Cabe destacar
que la concentracion de hidroxitirosol y tirosol es ain mas alta en el tampon que en el
aceite original antes de ponerlo en contacto, probablemente debido a las reacciones de

hidrdlisis de las agluconas secoiridoides.

También se hizo un nuevo andlisis de regresion lineal con los datos de los
compuestos fenolicos en el extracto en tampon y la viabilidad celular, y de nuevo, sélo
el hidroxitirosol, tirosol, Hy-EDA y Ty-EDA mostraron una buena correlacion con la
supervivencia bacteriana (Tablas 5 y 6). De hecho, los coeficientes de determinacion
eran mas altos que aquellos obtenidos con los compuestos fenolicos del aceite de oliva
original. La suma de los cuatro compuestos mostré coeficientes de determinacion (R?)

de 0.79 y 0.88 para E. coli y S. Enteritidis respectivamente.

Se conoce que la actividad antioxidante y antimicrobiana de compuestos
fenolicos en emulsiones aceite/agua depende de la polaridad y de la estructura quimica
(Friedman y colbs., 2003). En este caso, los cuatro compuestos que correlacionan con la
viabilidad celular también difunden a la fase acuosa del tampon, en gran medida, dando
lugar a una alta concentracion en el extracto acuoso. Sin embargo, hay algunas
excepciones, por ejemplo la concentracion de hidroxitirosol acetato (Hy-Ac) y la
aglucona de la oleuropeina (Hy-EA) que son, en general, similares al tirosol y Ty-EDA,
no se correlacionan con la viabilidad celular, lo que probablemente indica que la
estructura quimica influye sobre la actividad antimicrobiana de los polifenoles del

aceite.

A continuacion, se llevaron a cabo dos nuevos experimentos para demostrar la
influencia de la difusion de fenoles sobre la supervivencia bacteriana. Los resultados del
primer experimento confirmaron que la supervivencia de S. sonnei aumenta con una
proporcién tampon: aceite creciente tanto para el aceite de oliva como para el aceite de
orujo de oliva, aunque fuera significativo estadisticamente para el aceite de oliva y no

para el aceite de orujo de oliva (test de Duncan de rango multiple) (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de aceite de oliva y aceite de orujo de oliva en la supervivencia de
Shigella sonnei después de la exposicion a diferentes mezclas tampon/aceite. Las barras

indican los errores estandar del valor.
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De manera similar, la concentracion de polifenoles decrece en el tampdn cuando
se incrementa la proporcion tampon: aceite, apoyando que estos compuestos estan

implicados en la actividad antimicrobiana.

En el segundo experimento, se realizO una comparacion de la actividad
bactericida entre la emulsion tampdn/aceite y el extracto en tampdn obtenido después de
una hora de contacto con los aceites (aceite de oliva y aceite de orujo de oliva). La
supervivencia de S. Enteritidis en el extracto fue estadisticamente menor (test de
Duncan de rango multiple) que la observada para la emulsion (Figura 13). Es decir, el
extracto fenolico ejercid6 una mayor actividad bactericida que la emulsion

aceite/tampon.

Por tanto, todos los datos encontrados apuntan que son los compuestos
fenolicos, y no los acidos grasos, ni otros componentes del aceite los responsables de la
actividad bactericida del aceite. Ademas, parece que el contacto entre microorganismos
y estas sustancias es mds eficaz cuando el aceite no esta presente en la matriz. Por lo
tanto, es necesario un medio acuoso en contacto con el aceite de oliva para mostrar la
propiedad antimicrobiana del aceite, y en consecuencia de los polifenoles del aceite de

oliva, lo que puede explicar esta bioactividad antimicrobiana independientemente de los
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acidos grasos (Bergsson y colbs., 2001) o aldehidos alifaticos del aroma del aceite

(Bisignano y colbs., 2001).

Figura 13. Comparacion del efecto bactericida de una mezcla tampdn/aceite y el
extracto en tampon frente a S. Enteritidis. No= UFC/ml inoculado; N;=UFC/ml después

de una hora. Las barras indican los errores estandar del valor.
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No obstante, hay que indicar que el aceite de oliva posee una fuerte actividad
antimicrobiana debido a su contenido en compuestos fenolicos, y en particular Hy-
EDA, Ty-EDA, hidroxitirosol y tirosol (Medina y colbs., 2006). También, la difusion de
estas sustancias en un medio acuoso es necesaria para mostrar esta actividad. Por lo
tanto, el consumo de aceite de oliva podria influir en la microbiota intestinal. Pero,
como se ha demostrado, inhibe el crecimiento tanto de bacterias beneficiosas como
dafiinas. Ademas, la mitad de los compuestos fenolicos del aceite son absorbidos antes

de alcanzar el colon (Vissers y colbs., 2002).

Sin embargo, se debe resaltar también que el aceite de oliva ejerce un potente
efecto bactericida frente a patdgenos presentes en alimentos, incluso aunque la actividad
del polifenol puede verse influenciada por factores como el pH, proteinas o la actividad
de agua de alimento (Cono y colbs., 1999), por lo que dicha actividad podria utilizarse
para emplearlo como conservante en alimentos o reducir el numero de patdégenos

cuando se ingieren alimentos contaminados junto con aceite de oliva en la dieta.
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4.1.2. Efecto antimicrobiano de compuestos polifendlicos del aceite de oliva frente a

Listeria monocytogenes

Se ha demostrado de forma indirecta la participacion de los compuestos
polifendlicos en el efecto bactericida del aceite de oliva. A continuacion, se llevaron a

cabo experiencias con compuestos puros, bien comerciales o aislados mediante CLAE.

El efecto bactericida de cada compuesto fenolico aislado se estudid frente a L.
monocytogenes de la manera descrita en el apartado 3.10.3. Debido al amplio rango de
concentracion encontrado para estos compuestos en los aceites de oliva virgen, se eligid
la concentracion media de cada compuesto en el extracto acuoso (Tabla 7) para llevar a
cabo el experimento. También se ensayo el efecto bactericida de todos ellos se ensayo a
una unica concentracion de 250 uM. Los resultados recogidos en la Tabla 8 revelan que
el compuesto Ty-EDA muestra el mayor efecto bactericida seguido del compuesto Hy-

EDA.

Tabla 8. Efecto de compuestos fenolicos individuales sobre la viabilidad de L.

monocytogenes

Compuesto Concent,? (uM) Log No/N° Concent, (UM) Log N¢/N;
Hidroxitirosol glicol 18,7 <0,01 250 <0,01
Hidroxitirosol 272.5 <0,01 250 <0,01
Tirosol 86,5 <0,01 250 <0,01
Hy-Ac 78,5 <0,01 250 <0,01
Hy-EA 125,2 <0,01 250 <0,01
Ty-EA 28,8 <0,01 250 <0,01
1-AcPinor 18,4 <0,01 250 <0,01
Pinoresinol 19,4 <0,01 250 <0,01
Hy-EDA 416,6 0,12 250 <0,01
Ty-EDA 79,3 0,39 250 0,82
Suma de Hy, Ty, 272,5; 86,5; 145
Hy-EDAy Ty-EDA 416,6; 79,3

/alor medio en extractos acuosos (Tabla 7), "Ng= UFC/mL inoculado; N; = UFC/mL después de

una hora, El indculo inicial fue de aprox, 10* UFC/mL
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Sin embargo, debe comentarse que la mezcla de hidroxitirosol, tirosol, Hy-EDA
y Ty-EDA disminuye el numero de células 2 unidades logaritimicas aproximadamente,
lo que significa que el efecto bactericida del aceite de oliva virgen es debido a la accién
conjunta de diferentes compuestos fendlicos, principalmente hidroxitirosol, tirosol, Hy-
EDA y Ty-EDA, en particular el compuesto Ty-EDA (Medina y colbs., 2006) del cual
se ha encontrado recientemente que posee también actividad anti-inflamatoria
(Beauchamp y colbs., 2005). Estos resultados estan en consonancia con los comentados
en las Tablas 5 y 6, en especial para Hy-EDA y Ty-EDA, obtenidos mediante analisis
de regresion lineal del efecto bactericida de los compuestos fenolicos y su concentracion
en los aceites de oliva virgen y extractos en tampon. Por lo tanto, ha quedado
demostrado cuales son los principales compuestos con actividad bactericida del aceite

de oliva.

4.1.3. Comparacion del efecto bactericida del aceite de oliva y otros alimentos

liquidos

Se ha demostrado, por tanto, un efecto bactericida in vitro por parte del aceite de
oliva (Medina y colbs., 2006). Sin embargo, existen otros alimentos a los cuales se les
ha atribuido también dicha actividad. Por ello, se disefiaron una serie de experimentos
para comparar el efecto del aceite de oliva y el de esos alimentos descritos en el

apartado 3.10.4.

Todas las cepas de microorganismos patdégenos ensayados sobrevivieron en los
zumos de fruta después de los 5 minutos de contacto. Ninguno de estos zumos produjo
una reduccion de la poblacion mayor a 1 unidad logaritmica. No se conoce ningin
trabajo que trate sobre la actividad antimicrobiana de zumos de frutas, a pesar de que el
pH bajo (~ 4) y un entorno acido podrian contribuir al control microbiano. Sin embargo,
hoy dia la supervivencia y el crecimiento de E. coli en zumos de naranja y manzana son
de gran preocupacion (Millar y colbs., 1994; Ryu y colbs., 1998). En nuestro estudio,
los recuentos de microorganismos se determinaron a los 5 minutos de contacto para
observar los efectos bactericidas, y es obvio que el bajo pH no fue suficientemente letal

para los patdgenos estudiados.

Las bacterias también sobrevivieron al menos durante 5 minutos en productos

lacteos y Coca-Cola. Era predecible que estos microorganismos pudieran sobrevivir en
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leche, a un pH 7, y verse afectado por el pH de 4,6 del yogurt liquido, sin embargo fue
sorprendente que incluso sobrevivieron a pH tan bajo de 2,7 en el caso de la Coca-Cola.
De hecho, estos resultados confirmaron los obtenidos por Sheth y colbs. (1988), quienes
observaron la supervivencia de patdogenos en la leche y bebida de cola durante 48 horas.
Parece por tanto, que el pH por si solo no puede reducir el nimero de patdogenos en

estos productos alimenticios.

Ha de comentarse que las bebidas de yogurt utilizadas contienen bacterias (las
bacterias del 4cido lactico utilizadas en la fabricacion), las cuales pudieron distinguirse
facilmente de los patdogenos inoculados debido a sus diferencias en la morfologia de
colonias y tasas de crecimiento. No obstante, ningin otro producto liquido contiene
poblaciones microbianas que puedan interferir con el recuento de los microorganismos

inoculados.

Se asume que la cerveza esta libre de microorganismos patdégenos debido tanto a
su pH bajo, elevada concentracion de etanol y su tratamiento de pasterizacion. No
obstante, ha aumentado la preocupacion sobre las bacterias en cervezas sin alcohol, en
particular las almacenadas en barriles (L"Anthoén y Ingledew, 1996), que no se
pasterizan. En nuestro trabajo, no se encontr6 reduccion en el numero de
microorganismos inoculados en cerveza sin alcohol ni en cerveza con un 5 % de
alcohol, exceptuando la cerveza con alcohol inoculada con una de las dos cepas de S.
Enteritidis, donde se observo una reduccion de 1,4 unidades logaritmicas. De ahi, un pH
relativamente bajo (4-4,5) y una concentracion de alcohol (< 5%) parecen no matar a los

patogenos inoculados en estos alimentos liquidos.

También se ha encontrado actividad bactericida para extractos acuosos de café,
aunque los datos son contradictorios, en particular sobre la inhibicion del crecimiento de
E. coli (Okabe y colbs., 2003; Toda y colbs., 1989). En nuestro estudio, no se ha
detectado reduccion del nimero de microorganismos después de los 5 minutos de
contacto en ninguno de los extractos de café inoculados, lo que significa que ni la
concentracion de cafeina en los extractos ni los polifenoles del café ejercen una accion

inhibitoria rapida.

Por el contrario, vino, vinagre, té y extractos de aceite de oliva mostraron

actividad bactericida frente a los microorganismos patogenos ensayados (Figuras 14 y
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15)(Medina y colbs., 2007a). Entre ellos, el vinagre mostro el efecto bactericida mayor,
seguido del extracto acuoso de aceite de oliva virgen, vinos, extractos de aceite de oliva
y té. El vinagre redujo el numero de microorganismos inoculados de L. monocytogenes,
S. Enteritidis, S. sonnei y Yersinia sp. a niveles por debajo del limite de deteccion y
redujo mas de tres unidades logaritimicas el nimero de células de E. coli y S. aureus. Es
bien conocida la fuerte actividad bactericida que presenta el vinagre (Entani y colbs.,
1998; Wu colbs., 2000) debido a su alto contenido en 4cido acético, y ello se confirma
con los resultados obtenidos en esta experiencia. Asimismo, el extracto acuoso del
aceite de oliva virgen ejercio un efecto similar al del vinagre, lo que supone un nuevo e
interesante hallazgo. Ni S. aureus ni Yersinia sp. se detectaron después de 5 minutos de
contacto con el extracto acuoso de aceite de oliva virgen, lo que significa una reduccion
de mas de 5 unidades logaritmicas, y una reduccion de mas de 4 unidades logaritmicas

para los patdgenos restantes.

Existen un gran numero de publicaciones acerca de las propiedades
antimicrobianas del té (Toda y colbs., 1989; Yam y colbs., 1997), y es sorprendente que
el té negro y el té verde solo produjeron una ligera accion bactericida frente a la mayoria
de los patdgenos. Se han descrito los extractos de té y sus principales componentes
activos (catequinas y teflavinas) como inhibidores del crecimiento de bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas (Friedman y colbs., 2006; Ikigai y colbs., 1993); sin
embargo fueron inactivos cuando se ensayaron in vivo con carne triturada (Kim y colbs.,
2004). En esta experiencia se encontraron reducciones menores de 3 unidades
logaritmicas para S. aureus, L. monocytogenes y E. coli y un efecto no significativo

frente a S. Enteritidis. S. sonnei 'y Yersinia sp. (Figuras 14 y 15).

En cambio, los vinos tinto y blanco fueron unos potentes antibacterianos, en
particular frente a S. Enteritidis y Yersinia sp., cuyos recuentos de células viables
estuvieron por debajo del limite de deteccion. S. aureus y L. monocytogenes fueron los
patdgenos menos sensibles a ambos vinos. No obstante, se apreciaron diferencias en los
resultados obtenidos con las distintas cepas de una misma especie, por ejemplo el efecto
del vino blanco frente a S. aureus. Estos datos estan en consonancia con investigaciones
anteriores (Just y Daeschel, 2003; Sheth y colbs., 1988; Weisse y colbs., 1995) que
relacionan la actividad antimicrobiana de los vinos bien con la accion sinérgica de los

acidos organicos, bajo pH y etanol (Mereto y colbs., 2004) o también con los
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compuestos fenolicos (Papadopoulo y colbs., 2005). Esta actividad antimicrobiana de
los vinos es conocida desde la antigiiedad, e investigadores recomiendan su consumo
como proteccion frente a algunos alimentos contaminados con microorganismos
patogenos (Just y Daeschel, 2003), aunque la ingestion de etanol debe ser tenida en

cuenta.

Figura 14. Efecto bactericida del té, vino, vinagre y extractos de aceite de oliva frente a
diversos patdégenos. Ny=UFC/ml inoculado. N;=UFC/ml después de 5 min. de contacto.
Las barras indican la desviacion estandar de los resultados obtenidos con dos cepas de
cada especie. Las flechas indican que los eventuales microorganismos supervivientes

estan por debajo del limite de deteccion.
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Figura 15. Efecto bactericida del té, vino, vinagre y extractos de aceite de oliva frente a
diversos patdgenos. Ny=UFC/ml inoculado. N;=UFC/ml después de 5 min. de contacto.
Las barras indican la desviacion estdndar de los resultados obtenidos con dos cepas de
E. coli y duplicados de una sola cepa de S. sonnei y Yersinia sp.. Las flechas indican
que los eventuales microorganismos supervivientes estan por debajo del limite de

deteccion.
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El extracto de aceite de oliva muestra una accion bactericida mas débil que el
aceite de oliva virgen pero mas fuerte que los extractos de té. Como se ha dicho en el
apartado 4.1.1., la actividad antimicrobiana estd relacionada con los compuestos
fenolicos del extracto, en particular, la accion sinérgica entre hidroxitirosol, tirosol y la
forma dialdehidica decarboximetilada del acido elendlico unido a hidroxitirosol y a
tirosol (Medina y colbs., 2006). En la Tabla 9 se expone la composicion fendlica de los

aceites y sus extractos acuosos empleados en estas experiencias.

Tabla 9. Composicion fendlica (mg /kg) del aceite de oliva y aceite de oliva virgen

empleado en los experimentos con alimentos liquidos.

Aceite inicial Extracto acuoso

Compuesto A.olivavirgen Aceite de oliva A. oliva virgen Aceite de oliva
Hy-G 3,9 (0,0)° ND* 1,6 (0,2) ND
Hidroxitirosol 52,8 (6,5) 14,1 (0,2) 36,9 (0,8) 13,5 (0,5)
Tirosol 17,0 (0,3) 7,4 (0,2) 15,2 (0,3) 8,2(0,2)
Hy-Ac ND 11,5 (0,1) ND 4,0 (0,2)
Hy-EDA 179,1 (11,9) 79,4 (5,1) 118,4 (6,0) 28,1 (0,7)
Ty-EDA 78,5 (0,5) 35,5(1,2) 26,7 (0,4) 5,8 (0,1)
1-AcPinor 16,3 (1,4) 21,0 (0,9) 1,8 (0,0) 3,7 (0,2)
Pinoresinol 56,9 (1,9) 37,7 (0,4) 5,4 (0,3) 3,5(0,3)
Hy-EA 210,9 (12,0) 147,6 (0,7) 52,3 (3,5) 25,5 (1,3)
Ty-EA 65,6 (1,8) 62,7 (0,7) 5,0 (0,9) 1,8 (0,6)
Luteolina 3,2(1,5) 2,1 (0,0) ND ND
Apigenina 0,4 (0,3) 0,6 (0,0) ND ND
Total 684,6 (48,1) 419,6 (9,5) 263,3 (12,4) 94,1 (4,1)

°ND, no detectado.

Como era de esperar, el aceite de oliva virgen tiene una mayor concentracion en
polifenoles totales e individuales que el aceite de oliva, y la misma relacién se puede
observar en los extractos acuosos. El extracto de aceite de oliva virgen contiene casi el
doble de estos compuestos que el extracto de aceite de oliva, lo que explica el alto
efecto bactericida del primero (Medina y colbs., 2007a). Hay que tener en cuenta que el

aceite de oliva virgen es obtenido directamente del fruto de la aceituna y que el aceite de
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oliva es una mezcla de aceite de oliva refinado con aceite de oliva virgen, siendo este

ultimo el que aporta el contenido de polifenoles.

El aceite de oliva puede ser consumido directamente con pan y con ensaladas
frescas, pero también puede ser empleado en la preparacion de platos caseros
(mayonesas, pasteles) y alimentos procesados (atin en lata, tomate frito, alimentos
carnicos). Por consiguiente, los polifenoles del aceite de oliva pueden ejercer su
actividad antimicrobiana directamente en estos alimentos, pero también pueden actuar
durante la ingestion como una barrera en ciertas comidas contaminadas. El consumo del
vino se ha relacionado con la reduccion de casos en brotes causados por emparedados
de atiin contaminados y ostras crudas (Bellido-Blasco, 2002; Desenclos y colbs., 1992)
y se ha propuesto como una ayuda digestiva para proporcionar un efecto protector
contra patdogenos cuando se ingieren alimentos contaminados. Por consiguiente, el
aceite de oliva virgen, cuya accion bactericida es mayor que la de los vinos, también

podria proporcionar este efecto protector.

4.1.4. Evaluacion de la actividad bactericida del aceite de oliva en la preparacion

de mayonesas

Para confirmar los resultados obtenidos in vitro sobre el efecto bactericida del
aceite de oliva y del aceite de oliva virgen, se utilizaron como modelos de alimento
mayonesas hechas con huevo o leche descritos en el apartado 3.10.5. En un caso se
estudio la supervivencia de S. Enteritidis inoculada durante la preparacion de las
mayonesas con huevo y el efecto de la adiciéon de zumo de 1limon, siendo evaluada a los
10 y 30 minutos. Los resultados mostrados en la Figura 16 confirman la accion
bactericida del aceite de oliva virgen y, en un grado menor, del aceite de oliva en este

modelo de alimento (Medina y colbs., 2007a).

Este efecto es también dependiente del tiempo y s6lo se observa cuando se anade
el jugo de limon. De modo interesante, los recuentos de células viables de S. Enteritidis
estaban por debajo del limite de deteccion en la mayonesa hecha con el aceite de oliva
virgen después de 30 minutos, que quiere decir una reduccion de 3 unidades

logaritmicas de UFC/mL. La mayonesa de huevo hecha con aceite de oliva virgen
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(Radford y colbs., 1991) e inoculada después de su preparacion necesitd mas de 48 h

para reducir el nimero de microorganismos a un nivel imperceptible.

Los investigadores atribuyeron la accion bactericida en este ensayo a la acidez
del aceite y a los fenoles simples. Basado en nuestros resultados anteriores (Medina y
colbs., 2006), es razonable asumir que las diferencias de la actividad bactericida entre
los aceites es debida a las diferencias en la composicion de compuestos fendlicos, en

particular los cuatro mencionados anteriormente.

Figura 16. Supervivencia de S. Enteritidis en mayonesas de huevo elaboradas con
diferentes aceites, y con un indculo inicial de 2 x 10° UFC/g. Las barras indican la
desviacion estandar de duplicados y las flechas indican que la poblacion se encuentra

por debajo del limite de deteccion.
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Por otra parte, las mayonesas realizadas con leche fueron inoculadas con L.
monocytogenes durante la preparacion de este modelo de alimento. De nuevo, puede
observarse en la Figura 17, que el uso del aceite de oliva virgen reduce la poblacion
bacteriana por debajo de los limites de deteccion después de 30 minutos. Los efectos
bactericidas para el aceite de oliva son mas débiles debido a la menor concentracion de
compuestos fenolicos (Tabla 9), confirmandose los resultados obtenidos con el anterior

tipo de mayonesa.
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Figura 17. Supervivencia de L. monocytogenes en mayonesas de leche elaboradas con
diferentes aceites, y con un indculo inicial de 2 x 10° UFC/g. Las barras indican la
desviacion estandar de duplicados y las flechas indican que la poblacion se encuentra

por debajo del limite de deteccion.
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4.1.5. Evaluacion de la actividad bactericida del aceite de oliva en la preparacién

de ensaladas

En la Figura 18 se refleja la supervivencia de L. monocytogenes inoculada en
lechuga alifiada con diferentes tipos de aceites, zumo de limén, y vinagre después de 30
minutos. Son bien conocidas la efectividad del vinagre y del zumo de limén sobre la
reduccion del recuento de Salmonella Typhimurium inoculada en zanahorias y Listeria
innocua en varias frutas y vegetales (Kilonzo-Nthenge y colbs., 2006; Sengun y colbs.,

2004), y se encuentran reducciones de 1 a 3 log UFC/g.

En nuestra experiencia se observaron ligeras reducciones de L. monocytogenes
en lechugas alifiadas con aceite de girasol y vinagre o zumo de limon. Por el contrario,
después de 30 minutos en contacto con aceite de oliva y sin alifio, se observé un efecto
mayor que para las ensaladas alifadas con vinagre o zumo de limon (Medina y colbs.,
2007a). Solo en el caso del aderezo con aceite de oliva virgen las células de L.
monocytogenes murieron, reduciendo el numero de bacterias por debajo del limite de

deteccion, independientemente de la adicion de vinagre o limon.
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Figura 18. Supervivencia de L. monocytogenes en ensaladas de lechuga elaboradas con
aceite de girasol (AG), aceite de oliva (AO) y aceite de oliva virgen (AOV). Los alifios
de las ensaladas fueron con zumo de limoén, vinagre o sin alifiar. El in6culo inicial fue
de 2 x 10° UFC/g y el analisis a los 30 minutos después de la preparacion. Las barras
indican la desviacion estandar de duplicados y las flechas indican que la poblacion se

encuentra por debajo del limite de deteccion.

De nuevo se confirma con estos resultados la fuerte actividad bactericida del
aceite de oliva virgen y los compuestos difundidos a la fase acuosa de la ensalada, en

particular los compuestos fenolicos.

4.1.6. Actividad antimicrobiana del aceite de oliva frente a Helicobacter pylori

Este microorganismo es el responsable de la mayoria de ulceras y canceres de
estomago (Cavallaro y colbs., 2006), y existen estudios in vitro con diversos alimentos
indicando que el consumo de éstos podria reducir, controlar o erradicar dicho

microorganismo.

Las diferentes cepas de H. pylori se sometieron a un ensayo se susceptibilidad a
antibioticos como se describe en el apartado 3.9. Entre las 8 cepas de H. pylori
ensayadas, LMG 19449 y LMG 18041 fueron resistentes a metronidazol, y V7 fue

resistente a metronidazol y claritromicina (CMIs > 256 ug/mL). Todas las cepas fueron
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susceptibles a amoxicilina y tetraciclina. Estudios previos llevados a cabo en el Hospital
de Valme (Sevilla) revelaron la resistencia a metronidazol del 29 % de las cepas de H.

pylori aisladas y a claritromicina del 10 % (Garcia y colbs., 2000).

Para determinar la supervivencia de H. pylori frente a aceite de oliva, se
utilizaron extractos acuosos de aceite de oliva virgen Manzanilla en los experimentos in
vitro. En la Tabla 10 se muestran los contenidos fendlicos de este extracto, siendo rico
en los fenoles simples hidroxitirosol y tirosol y en la forma dialdehidica

decarboximetilada de la aglucona de la oleuropeina (Hy-EDA).

Tabla 10. Contenido en polifenoles del extracto acuoso obtenido después de 30
minutos en contacto entre 10 g de aceite de oliva virgen Manzanilla y 10 mL de tampon

PBS.

Polifenoles Concentracion (uM) = SD
Hidroxitirosol 485,7 + 20,8
Hy-G 10,0+ 0,6
Tirosol 203,6 £ 0,1
Hy-Ac 95,4+0,5
Hy-EDA 491,6 +35,0
Ty-EDA 84,8 +6,3
1-AcPinor 21,4+4,0
Pinoresinol 47+1,4
Hy-EA 129,6 £ 5,0
Ty-EA 18,8+ 0,6

Se realizaron experimentos preliminares que revelaron que los extractos de
aceite de oliva sin diluir reducen el nimero de células por debajo del limite de deteccion
de todas las cepas de H. pylori después de 5 minutos de contacto. Por lo tanto, se
utilizaron extractos diluidos para comparar el efecto bactericida frente a las 8 cepas
estudiadas. El extracto acuoso al 20 % de concentracion en tampon PBS mato6 a todas
las bacterias (No= 5,2 = 0,3 log UFC/mL). H. pylori sobrevivio a los 5 minutos de

contacto s6lo a concentraciones menores del 10 % del extracto (Figura 19).

99



Resultados y discusién

Figura 19. Actividad bactericida (Log N/Ny) de extractos acuosos diluidos de aceite de
oliva virgen Manzanilla frente a cepas de H. pylori. No= 5.2 + 0.3 UFC/mL inoculado.
N= UFC/mL después de 5 minutos de contacto. Las flechas indican que el nimero de
células viables se encuentra por debajo del limite de deteccion. Las barras indican la

desviacion de los duplicados.
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Sin embargo, tres de las ocho cepas ensayadas (LMG 8775, V1 y V2) fueron
muy sensibles al extracto de aceite de oliva y no sobrevivieron después de los 5 minutos
de contacto con el extracto al 10 % (Romero y colbs., 2007). Las cepas mas resistentes
fueron LMG 19449 y LMG 18041. Como era de esperar, hay un claro efecto con la
concentracion para todas las cepas, el extracto al 10 % es mas bactericida que el
extracto al 5 %. Una concentracion de extracto de aceite de oliva de Manzanilla al 5 %

contiene aproximadamente 19 pg/mL de polifenoles totales en esta solucion.

También se observa que la actividad bactericida del extracto de aceite de oliva
es dependiente del tiempo (Figura 20). Un extracto de aceite al 5 % no mostrd un efecto
significante en el nimero de células de H. pylori LMG 19449 después de 5 minutos de

contacto, sin embargo redujo el nimero de células mas de 4 unidades logaritmicas
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después de 30 minutos de contacto. De hecho, el extracto al 1 % mostr6é una actividad

bactericida significativa después de 60 minutos de contacto.

Figura 20. Influencia del tiempo sobre la supervivencia de H. pylori LMG 19449 en
contacto con extractos acuosos diluidos de aceite de oliva virgen Manzanilla. Las
flechas indican que el nimero de células viables se encuentra por debajo del limite de

deteccion. Las barras indican la desviacion de los duplicados.
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Al contrario que otros aceites vegetales refinados, el aceite de oliva virgen
contiene una considerable cantidad de compuestos fenolicos con muchos beneficios
para la salud (Funatogawa y colbs., 2004; tuck y colbs., 2002; Visioli y colbs., 2005).
Ademas, se ha demostrado una fuerte actividad bactericida frente a ciertos patogenos de
alimentos como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Shigella sonnei,
Salmonella Enteritidis y otros (Medina y colbs., 2006). En este estudio se ha observado
por primera vez una potente actividad anti-H. pylori de los extractos de aceite de oliva
rico en compuestos fendlicos. Esta actividad ha sido efectiva incluso con algunas cepas
resistentes a antibidticos, lo que es muy importante, siendo suficiente una concentracion

muy baja de extracto de aceite de oliva.
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El consumo de aceite de oliva puede reducir la secrecion acida en el tracto
intestinal (Serrano y colbs., 1997), asociandose con la reduccion en el tamafio de las
ulceras pépticas (Taits, 1986), aunque nunca habia sido relacionado con la accién
bactericida frente a H. pylori. Recientemente, se ha sugerido el posible efecto
bactericida de los acidos grasos y monoglicéridos sobre H. pylori (Bergsson y colbs.,
2002), aunque ello no ha sido demostrado. Sin embargo, en nuestro estudio si ha
quedado demostrado in vitro que los compuestos fendlicos que difunden del aceite al
jugo gastrico son las sustancias responsables de la fuerte actividad anti-H. pylori de este

aceite (Romero y colbs., 2007).

4.1.7. Efecto antimicrobiano de compuestos polifenolicos individuales del aceite de

oliva frente a Helicobacter pylori

A la vista de los resultados obtenidos en el apartado 4.1.6., se aislaron por
CLAE cada compuesto fenolico simple detectado en la fase acuosa y se ensayaron a una
concentracion del 5 % de su concentracion en el extracto (Tabla 10). H. pylori LMG
19449 fue incubada con los compuestos aislados durante 60 minutos. Los resultados se

presentan en la Figura 21.

Ninguno de los compuestos fenolicos estudiados excepto la forma dialdehidica
decarboximetilada del acido elendlico unida a hidroxitirosol (Hy-EDA) y, en particular,
la unida a tirosol (Ty-EDA) mostraron efectos bactericidas significativos (Romero y
colbs., 2007). Ademas, también se probaron otros tres compuestos oleosidicos
derivados del acido elendlico y ninguno de ellos ejerci6 efecto bactericida. En
consecuencia, Ty-EDA fue el compuesto responsable del mayor efecto bactericida del
extracto del aceite de oliva, seguido de Hy-EDA. La incubacion con Ty-EDA, a una
concentracion de tan solo 26 uM, redujo el nimero de células viables més de 4 unidades

logaritmicas.

Es decir, a pesar de que otros compuestos fenolicos estuvieran presentes en el
extracto acuoso a mayores concentraciones que el Ty-EDA, esta sustancia por si sola
ejerce una notable actividad bactericida frente a H. pylori a concentraciones tan bajas

como 26 pM.
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Figure 21. Supervivencia de H. pylori LMG 19449 después de 60 minutos de contacto
con compuestos fenolicos aislados. Cada compuesto fue ensayado al 5% del contenido
en el extracto acuoso reflejado en la Tabla 10. Las flechas indican que el numero de
células viables se encuentra por debajo del limite de deteccion. Las barras indican la

desviacion de los duplicados.
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Estos resultados son muy prometedores puesto que las concentraciones
necesarias para matar in vitro a H. pylori fue superior con otras sustancias y alimentos.
Por ejemplo, la bacteria fue sensible a mas de 100 pg/mL de catequinas del té
(Yanagawa y colbs., 2003), 12-25 ug/mL de resveratrol (Mahady y colbs., 2003), 12
ng/mL de flavonoides procedentes de plantas medicinales (Fukai y colbs., 2002), y 20-
100 pg/mL de aceites esenciales (Bergonzelli y colbs., 2003).

El Ty-EDA es un compuesto fenolico complejo, presente en la mayoria de los
aceites de oliva virgenes en concentraciones hasta de 240 pg/mL (Garcia y colbs., 2003)
y al que recientemente se le ha atribuido in vitro actividad medicinal similar al
ibuprofeno (Beauchamp y colbs., 2005). Este compuesto se hidroliza durante el
almacenamiento del aceite de oliva y es relativamente lipofilico (Brenes y colbs., 2001).
A raiz de esto, se ha formulado la siguiente pregunta: ;Puede este compuesto, asi como
las demads agluconas secoiridoides, difundir del aceite al jugo gastrico y permanecer

estables durante la digestion? Vissers y colbs., (2002) incubaron hidroxitirosol, tirosol y
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oleuropeina durante 2 horas en jugo gastrico y no detectaron ningin cambio ni
reacciones de hidrolisis de los compuestos. También es estable la oleuropeina durante
horas en condiciones simuladas de jugo géstrico (Gikas y colbs., 2006). Por el contrario,
se ha indicado (Corona y colbs., 2006) que las agluconas secoiridoides del aceite de
oliva sufren hidrdlisis durante la incubacion de 4 horas con jugo géstrico simulado, y se
detectd un incremento en los fenoles simples hidroxitirosol y tirosol. Ya que en nuestro
estudio se ha demostrado que las agluconas secoiridoides en particular, Ty-EDA y Hy-
EDA, son los compuestos con mayor actividad anti-H. pylori fue necesario clarificar

este polémica.

4.1.8. Simulacién de la digestion estomacal de aceites de oliva

En la Tabla 11 se puede observar la composicion fendlica de los diferentes
aceites de oliva utilizados en este experimento. Como era de esperar, hay grandes
diferencias entre las diversas variedades (Garcia y colbs., 2003). Las agluconas de la
oleuropeina y del ligustrésido son los principales fenoles en los aceites, seguido de los

fenoles simples hidroxitirosol, tirosol, hidroxitirosol acetato, y lignanos.

Tabla 11. Compuestos fenolicos (umol/kg)) en los aceites de oliva empleados para

simulaciones estomacales.

Variedad de aceite de oliva

Polifenol Manzanilla ~ Picual = Arbequina Hojiblanca Cornicabra
Hidroxitirosol 479.6 176,8 179,6 159,2 164,1
Hy-G 8,8 26,9 14,3 16,4 10,8
Tirosol 159,4 52,3 59,9 121,6 54,1
Hy-Ac 130,8 500,4 202,6 51,9 1.5
Hy-EDA 740,5 923.4 559.4 296,2 1332,7
Ty-EDA 283.,5 202,6 179,8 160,2 427,1
1-AcPinor 72,2 18,7 133,9 54,4 9,2
Pinoresinol 52,7 154,2 107,6 86,0 104,4
Hy-EA 535,8 622,7 85,0 4542 778,6
Hy-EA 249,6 253,6 17,5 240,8 497,2
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La incubacion del aceite de oliva virgen Picual llevada a cabo a 37 °C en agua
acidificada con HCI (hasta pH 2) dio lugar a la difusion de aproximadamente la mitad
de los componentes fenolicos del aceite a la fase acuosa (Figura 22). Este fendomeno no
es dependiente del tiempo, ya que las diferencias en compuestos fendlicos entre los
extractos acuosos obtenidos a 0,5 y 4 horas en la simulacién gastrica fueron minimas.
De hecho se observo que la mayoria de los polifenoles difunden del aceite a la fase
acuosa durante los primeros 5 minutos de contacto. También puede observarse en la
Figura 22 que la adicion de pepsina al agua acidificada no influye en el proceso de
difusion de los compuestos fenolicos, no contribuyendo significativamente en el cambio

de la composicion fendlica en la fase acuosa.

Figura 22. Distribucion de compuestos fenolicos del aceite de oliva virgen Picual entre
la fase oleosa y acuosa después de la digestion en condiciones simuladas. Las barras
indican la desviacion estandar de duplicados. Lignanos: 1-acetoxipinoresinol y
pinoresinol; Flavonoides: apigenina y rutina; Tirosol derivados: Forma dialdehidica
decarboximetilada de acido elendlico unido a tirosol (Ty-EDA) y aglucona del
ligustrosido; Hidroxitirosol derivados: hidroxitirosol glicol, hidroxitirosol acetato,
forma dialdehidica decarboximetilada de acido elendlico unido a hidroxitirosol (Hy-

EDA).
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Otro punto a destacar en la Figura 22 es el hecho de que las agluconas
secoiridoides (la forma dialdehidica decarboximetilada de la aglucona de la oleuropeina,
la forma dialdehidica decarboximetilada de la aglucona del ligustrésido, la aglucona de
la oleuropeina y la aglucona del ligustrésido) no sufren cambios significativos en el
agua acidificada a las 4 horas. De la misma manera, la concentracion de hidroxitirosol y
tirosol incrementan ligeramente durante las 4 horas de la simulacion géstrica. La
concentracion de los lignanos (1-acetoxipinoresinol y pinoresinol) y flavones (apigenina

y rutina) no presentan cambios durante las 4 horas en ambiente acidificado.

En la Figura 23 se representa la concentracion de cada compuesto fendlico en
ambas fases de la simulacion gastrica. Como cabria esperar de trabajos anteriores
(Visioli y colbs., 2005), cuanto mas polar sea el compuesto, mayor es la difusion

alcanzada desde el aceite a la fase acuosa.

Figura 23. Distribucion de compuestos fenolicos del aceite de oliva entre las fases
oleosa y acuosa después de la digestion en condiciones simuladas durante 30 minutos.
Los datos indican la desviacion estdndar de cinco aceites de oliva virgen

monovarietales. (Manzanilla, Picual, Hojiblanca, Arbequina y Cornicabra).
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El hidroxitirosol y tirosol difunden totalmente al agua acidificada mientras que
la difusion de los lignanos, flavonas y agluconas de la oleuropeina y del ligustrésido
fueron muy bajas. En general, la mitad de los fenoles totales iniciales presentes en el

aceite difunden a la solucidn acuosa.

Debido al incremento del pH en el jugo gastrico durante la digestion de
alimentos, también se ha estudiado la difusion de compuestos fenolicos a unos valores
de pH superiores a 2 unidades (Figura 24). La difusion fue mayor a pH 4y 7 que a pH 2

para los dos aceites de oliva virgen de Arbequina y de Picual estudiados.

Figure 24. Efecto del pH en la distribucion de polifenoles del aceite de oliva entre las
fases oleosa y acuosa después de la digestion en condiciones simuladas durante 30 min.
Las barras indican la desviacion estandar de los duplicados. Hidroxitirosol derivados:
hidroxitirosol, Hy-G, Hy-Ac y Hy-EDA; Tirosol derivados: tirosol, Ty-EDA y Ty-EA;

Lignanos: 1-acetoxipinoresinol y pinoresinol; Flavonoides: apigenina y rutina.
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Durante la digestion, la proporcion 1:1 entre fase acuosa y fase oleosa no es
siempre la misma. Normalmente, la fase acuosa incrementa con el tiempo de digestion
respecto a la fase oleosa. Por lo tanto, para conseguir resultados lo mas reales posibles,
la cantidad de compuestos fendlicos difundidos del aceite al agua acidificada se evalud

también incrementando el volumen del agua acidificada con el tiempo (Figura 25).

Figure 25. Efecto de la proporcion aceite:agua acidificada en el rendimiento de
extraccion de polifenoles de un aceite de oliva virgen Picual después de 30 minutos de
digestion en condiciones simuladas. Las barras indican la desviacion estandar de los

duplicados.
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La extraccion total de polifenoles se incrementd cuando la proporcion
agua:aceite fue elevada de 1 a 2, aunque se quedo inalterada cuando se volviod a subir la
proporcion de 2 a 4. Este comportamiento fue similar también para el complejo de las

agluconas secoiridoides.
Los resultados obtenidos en nuestro estudio revelan que la mitad de la cantidad

total de polifenoles difunde del aceite al jugo gastrico simulado, y las agluconas

secoiridoides permanecen estables hasta con 4 horas de incubacion a 37° C. En nuestra
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opinidn, la controversia radica en las diferencias de los métodos de almacenamiento de
la fase acuosa antes del andlisis. Se ha detectado que las agluconas secoiridoides se
hidrolizan durante el almacenaje de extractos de aceite de oliva a pH 2 bajo
refrigeracion y, como consecuencia, se han tamponado los extractos acuosos a pH 4
inmediatamente después de tomar las muestras. Hecho esto, no se encontré ninguna
hidrolisis significativa de las agluconas secoiridoides a las 4 horas de la digestion

simulada.

Por lo tanto, Ty-EDA y Hy-EDA deben difundir sin dificultad al jugo gastrico in
vivo, y deben permanecer estables durante horas en el ambiente acido y estar
disponibles para ejercer su actividad anti-H. pylori (Romero y colbs., 2007). El
tratamiento frente a H. pylori es dificil debido al habitat ocupado por el microorganismo
bajo una capa de mucus adherido a la mucosa géstrica (Liu y colbs., 2006), y esto puede
ser una razon para explicar el fallo de todos los experimentos in vivo llevados a cabo
con diferentes alimentos (McNulty y colbs., 2001; Nir y colbs., 2000; Olthof y colbs.,
2001). Sin embargo, en vista a la baja concentracion requerida por el Ty-EDA para
ejercer actividad bactericida frente a H. pylori, podria ser prometedor realizar estudios
in vivo con el aceite de oliva virgen para prevenir y controlar ulceras pépticas y el
cancer gastrico causado por esta bacteria. Otra posibilidad es que estos compuestos
ejerzan su actividad de forma sistémica; sin embargo, existen muy pocos estudios que
indiquen la presencia de Ty-EDA y Hy-EDA en plasma (Vissers y colbs., 2002; Tuck y
colbs., 2002; D"Angelo y colbs., 2001) y sus cantidades son muy pequeias (Romero y
colbs., 2008)
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4.2. Compuestos antimicrobianos en aceitunas de mesa

4.2.1. ldentificacion de compuestos antimicrobianos en aceitunas no tratadas con

NaOH preparadas en condiciones asépticas

4.2.1.1. Andlisis de azlcares, sal y acético en salmueras asépticas

Se conoce tanto cientifica como industrialmente que las aceitunas de la variedad
Gordal fermentan mas facilmente por la accion de bacterias lacticas que las
Manzanillas. Sin embargo, no se sabe la causa. Podria deberse a la presencia de
inhibidores o favorecedores de la fermentacion, esto es, nutrientes y entre ellos los
azucares. Con objeto de reducir el numero de variables, se prepararon asépticamente
diferentes partidas de aceitunas de las variedades Gordal y Manzanilla en una salmuera

acidificada, tal como se explica en el apartado 3.11.1.1.

En la Figura 26 se recogen los valores medios de los azucares en pulpas frescas
y en las salmueras a los 2 meses de almacenamiento. Se observa que las
concentraciones de azucares en pulpa fresca de aceituna para ambas variedades son muy
similares. Estos resultados coinciden con datos previos de la bibliografia (Garcia y
colbs., 1995) y desmienten las suposiciones de que las aceitunas de la variedad Gordal

contienen mayor cantidad de azicares que las de la variedad Manzanilla.

Por el contrario, en las salmueras preparadas en condiciones asépticas, después
de dos meses de almacenamiento, si se aprecian notables diferencias entre ambas
variedades. Los valores medios de azicares en salmueras de Manzanilla son: glucosa
110 mM, fructosa 36 mM y manitol 37 mM; mientras que las salmueras de Gordal
presentan cantidades menores: glucosa 37 mM, fructosa 4 mM y manitol 25 mM.
Teniendo en cuenta la relacion aceitunas/liquido en los frascos asépticos y el porcentaje
de jugo en las aceitunas (alrededor del 60%) puede estimarse que después de 2 meses se
establecid el equilibrio entre el contenido de azticares de la pulpa y el medio liquido
para las aceitunas de la variedad Manzanilla y, sin embargo, ello no fue asi para la
variedad Gordal. No existen datos en la literatura sobre la difusion de sustancias

fermentables en diferentes variedades de aceitunas de mesa no tratadas con hidroxido
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sodico, sobre todo porque hasta ahora no se habian disefiado los experimentos en

condiciones asépticas.

Figura 26. Valores medios en la concentracion de azucares (Glucosa, Fructosa y
Manitol) en pulpa fresca y en salmueras después de 2 meses de almacenamiento, de las
muestras de aceitunas Manzanillas y Gordales. Las barras de error representan el error

estandar.
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Asimismo, se puede extraer otra conclusion de los resultados: si la concentracion
de azucares en las salmueras de Gordal es suficientemente elevada para que se de una
fermentacion lactica con facilidad, la salmuera de Manzanilla deberia ser un medio
mucho mas adecuado debido a su mayor contenido en materia fermentable. Por lo tanto,
la concentracion de azlicares fermentables en la salmuera de Manzanilla no es el factor

limitante para el desarrollo de la fermentacion lactica de estas aceitunas.

Las diferencias encontradas en difusion de azucares para ambas variedades
podrian estar justificadas por la mayor superficie que presentan los frutos de Manzanilla
frente a los de Gordal para similar peso de aceitunas, lo que se denomina &rea
superficial especifica. No se dispone de datos sobre velocidad de difusion de azicares
en aceitunas de mesa no tratadas, aunque si de cloruro sédico (Drusas y colbs. 1988).
Estos investigadores demostraron que la piel de las aceitunas es la principal barrera para
la difusidén de sustancias en estos frutos y el tratamiento con hidréxido sédico elimina,
en gran medida, este problema. De los resultados hallados para la difusion del cloruro
sodico (Figura 27) podemos observar que la sal penetra en el fruto de manera mas
rapida en la Manzanilla que en la Gordal, alcanzandose el equilibrio a los 30 dias en las

primeras y posteriormente en la segunda variedad.

Figura 27. Evolucion del % (p/v) de NaCl en salmueras de aceitunas Manzanillas y

Gordales a lo largo de 60 dias.
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En la Figura 28 se recogen los resultados para la difusion del acido acético,
pudiéndose ver, nuevamente, que el equilibrio se alcanza practicamente a los 10 dias

para la Manzanilla, mientras que se necesita mas tiempo para la Gordal.

En conclusion, se puede decir que la velocidad de difusion de sustancias es
mayor para las aceitunas de la variedad Manzanilla que para la Gordal siendo
proporcional, entre otras cosas, al area superficial especifica, aunque no hay que
descartar una mayor permeabilidad de la piel de la Manzanilla frente a la Gordal. La
concentracion tanto de sal como de acido acético a los dos meses de conservacion fue
muy similar en las salmueras de ambas variedades; por consiguiente, la inhibicion del
crecimiento de bacterias lacticas en salmueras de Manzanilla no tratadas con hidréxido
sodico, no parece que pueda ser debida a que los nutrientes presentes en los frutos no

pasen al medio.

Figura 28. Evolucion de la concentracion de acido acético (mM) en salmueras de

aceitunas Manzanillas y Gordales a lo largo de 60 dias.
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Descartando los factores de materia prima o acidez, se llevaron a cabo
inoculaciones de las diferentes salmueras de aceitunas Manzanillas (M1-M4) y Gordales
(G1-G4) después del almacenamiento durante 2 meses de los frutos preparados en
condiciones asépticas como se describe en el apartado 3.11.1.2. Las cepas utilizadas

fueron Lactobacillus pentosus ATCC 8041 y Lactobacillus brevis BP.

Los recuentos en placa de las salmueras inoculadas, a las 24 y 48 horas de
incubacién a 32 °C, indicaron crecimiento de ambas cepas de lactobacilos en las
salmueras de Gordal, con poblaciones que pasaron de los valores iniciales proximos a
10° UFC/mL a mas de 10° UFC/mL a las 24 h. Por el contrario, con ninguna de las
Manzanillas se detectaron los microorganismos ni a las 24 ni a las 48 h de su
inoculacion, lo que parece indicar no sélo una clara inhibicion por parte de todas las

salmueras de Manzanilla, sino también un marcado efecto bactericida de las mismas.

Ademas, se observd consumo de azucares en las salmueras de Gordal,
especialmente de glucosa, con la consiguiente formacion de acido lactico debido al
metabolismo fermentativo de estas bacterias. En las salmueras de Manzanillas, por el
contrario, no se detectdé ningin cambio en las concentraciones de azucares ni en la
formacion de 4cido lactico, ya que su crecimiento se inhibid por algin factor. En ningtiin

caso se ha observado formacién de acido acético.

Una vez confirmado que los azucares no constituian el factor limitante para el
crecimiento de las bacterias lacticas en las salmueras de Manzanilla, cobraba mas
importancia la existencia de sustancias inhibidoras (Juven y colbs., 1968b; Fleming y
colbs., 1969), las cuales podrian ser compuestos fendlicos u oleosidicos que estuvieran

presentes en mayor concentracion en Manzanillas que en Gordales.

4.2.1.2. Compuestos fenolicos y oleosidicos en salmueras asépticas

Desde hace tiempo se considera que las aceitunas de la variedad Manzanilla
poseen compuestos inhibidores que impiden la fermentacién de frutos no tratados con
hidroxido sdédico. Numerosas investigaciones se han dirigido hacia los compuestos
fenolicos como los responsables de esta inhibicion, por lo que en este trabajo se

investigaron, en primer lugar, las diferencias existentes entre los compuestos fenolicos
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presentes en aceitunas de las variedades Manzanilla y Gordal, dos claros ejemplos de

aceitunas de fermentacion lactica dificil y facil, respectivamente.

En la Figura 29 se recogen los cromatogramas obtenidos por cromatografia
liquida de alta eficacia a una longitud de onda de 280 nm de los compuestos fenolicos
identificados en salmuera de aceitunas Manzanillas (cromatograma A) y Gordales

(cromatograma B).

La identificacion de los diferentes compuestos se llevo a cabo teniendo en
cuenta su tiempo de retencion en el cromatograma, su espectro de absorcion al

ultravioleta (Figura 30) y su espectro de masas (Figura 31).

Se sabe que el compuesto fenolico mas abundante en aceitunas frescas es la
oleuropeina (Amiot y colbs., 1986), y su concentraciéon va disminuyendo conforme
aumenta la maduracidn. Sin embargo, s6lo se encontr6 en las salmueras de Manzanilla,
y a pesar de que las aceitunas de Gordal también poseen oleuropeina en su pulpa,
aunque en menor cantidad (Romero y colbs., 2002b), ésta al pasar a la salmuera sufre
una rapida hidrélisis y no se detectd en estas soluciones a los dos meses de
almacenamiento. Por ello, el pico mayoritario en estas salmueras corresponde al
hidroxitirosol, tal como se ha descrito en trabajos anteriores (Brenes y colbs, 1993). Las
salmueras se van enriqueciendo en este compuesto conforme avanza el tiempo de

conservacion de los frutos.

Recientemente, en los laboratorios del Instituto de la Grasa, se ha descrito la
presencia de hidroxitirosol 4-glucdsido en pulpa y salmueras de aceitunas (Romero y
colbs., 2004a). Sin embargo, en el presente trabajo se han detectado dos picos con
espectros de absorcion similares al de hidroxitirosol (Figura 30) y masa molecular de
316 uma (Medina y colbs., 2007b). Sin embargo, el pico que eluye inmediatamente
después de hidroxitirosol tiene un maximo de absorbancia a 280,2 nm similar al del
hidroxitirosol mientras el otro compuesto, tiene su maximo a 276,6 nm. Por ello, se
asignd el primer pico al compuesto hidroxitirosol 1-glucésido (la estructura
ortodifenodlica es similar a la del hidroxitirosol) y el siguiente pico como hidroxitirosol
4-glucdsido (se ha perdido la estructura ortodifendlica y ha habido un cierto

desplazamiento del maximo de absorbancia). Hay que indicar que los tres posibles
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glucosidos del hidroxitirosol ya habian sido descritos previamente en pulpa de
aceitunas, aunque no identificados en un cromatograma de CLAE (Bianco y colbs.,

1998).

Figura 29. Cromatograma obtenido por CLAE con deteccion por ultravioleta (A = 280
nm) de los compuestos fendlicos presentes en salmuera de aceitunas (A) Manzanillas y
(B) Gordales. Los picos se corresponden con los siguientes compuestos: (1)
hidroxitirosol, (2) hidroxitirosol 1-glucoésido, (3) hidroxitirosol 4-glucésido, (4) tirosol,
(5) patrén interno: acido siringico, (6) acido p-cumarico, (7) verbascosido, (8) forma
dialdehidica decarboximetilada de &cido elendlico unido a hidroxitirosol (Hy-EDA), (9)

oleuropeina, (10) éster del 4cido cafeico unido a secologandsido, (11) comselogosido.
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Figura 30. Espectros de absorcion en la region de ultravioleta de compuestos fenolicos

presentes en las salmueras de aceitunas.
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Figura 30 cont.
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Figura 31. Espectros de masas y estructuras quimicas de los compuestos fenolicos

presentes en salmueras de aceitunas.
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Figura 31 cont.
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Tirosol, acido cafeico y acido p-cumarico son tres fenoles simples con espectros
de absorcion al ultravioleta muy caracteristicos y ademds se dispone de patrones
comerciales con lo cual su identificacion fue rdpida. Ademas, son polifenoles
ampliamente descritos en aceitunas de mesa (Brenes y colbs., 1992, Marsilio y colbs.,
2006). También se dispone de patrén comercial de oleuropeina, por lo que su
identificacion fue rdpida en los cromatogramas en base a su tiempo de retencion, su

espectro caracteristico al ultravioleta y su espectro de masas.

Verbascosido es un compuesto tipico de las Oleaceas con dos polifenoles en su
molécula, 4cido cafeico e hidroxitirosol, y cuya identificacion fue posible gracias a su
espectro caracteristico al ultravioleta (Amiot y colbs., 1986) con un maximo definido a

330 nm, muy cercano al del acido cafeico, y con masa atomica 624 uma.

Un compuesto polifendlico con estructura oleosidica, ampliamente descrito en el
aceite de oliva (Montedoro y colbs., 1993; Brenes y colbs., 1999), es la forma
dialdehidica decarboximetilada del acido elendlico unido a hidroxitirosol (Hy-EDA).
Esta sustancia se encuentra presente en la mayoria de los aceites de oliva virgen
(Montedoro y colbs., 1993), hojas de olivo (Ryan y colbs., 2002) y también ha sido
descrito recientemente en salmueras de aceitunas de mesa (Servili y colbs., 2006). En
nuestros cromatogramas de CLAE fue identificado mediante sus espectros al
ultravioleta y de masas, ademas de su rutinario analisis en los aceites de oliva por parte

del grupo investigador del Instituto de la Grasa.

Muy recientemente han sido descubiertos dos nuevos compuestos polifendlicos
en alpechines y orujos de aceitunas. Se trata de un éster de secologanosido unido a acido
cafeico (Innocenti y colbs., 2006) y otro éster de secologandsido unido a acido p-
cumarico (comselogoésido) (Obied y colbs., 2007). Ambos compuestos fueron
identificados en las salmueras de aceitunas Gordal y Manzanilla mediante su espectro al
ultravioleta y de masas. Sus maximos de absorbancia estin muy cercanos al del fenol

simple que forma parte de la molécula, é4cido cafeico o p-cumarico.

Algunos investigadores han descrito en salmueras de aceitunas otros compuestos

polifendlicos tales como la aglucona de oleuropeina (Marsilio y colbs., 2006) o acido
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clorogénico entre otros (Pereira y colbs. 2006); sin embargo, su busqueda en las
salmueras de Gordal y Manzanilla mediante espectrometria de masas (CLAE-EM) no

fue fructifera.

Nunca se han analizado los compuestos oleosidicos sin estructura polifendlica en
salmueras de aceitunas no tratadas con hidréxido sodico. Sélo en aceitunas verdes estilo
espafiol se ha descrito la presencia de oledsido 11-metil éster (Brenes y colbs., 1995).
En la Figura 32 se muestra el cromatograma a 240 nm de salmueras asépticas de Gordal
y Manzanilla, ya que es a esta longitud de onda a la que suelen presentar su maximo de
absorbancia estas sustancias (Figura 33). Los espectros de masas se recogen en la Figura

34.

En principio nos encontramos con dos compuestos de masa molecular 404 uma
y maximo de absorbancia en el ultravioleta de 238,8 nm, y otros dos compuestos con

masa molecular 390 uma y méximo de absorbancia en el ultravioleta de 232,9 nm.

La hidrdlisis alcalina del patron de oleuropeina a baja concentracién nos indicd
la formacion de un compuesto con masa molecular de 404 uma y maximo de
absorbancia de 238,8 nm, con lo cual dicho compuesto se identifico como oledsido 11-
metil éster. Por el contrario, la hidrolisis alcalina del patrén de oleuropeina a mas
elevada concentracion de hidroxido sodico origind un compuesto con masa molecular
de 390 uma y maximo al ultravioleta de 238,8 nm, identificandose este compuesto como

la forma demetilada del oledsido 11-metil éster, esto es el conocido como oledsido.

De otra parte, un isomero de la oleuropeina descrito en las Oleaceas es el
oleurosido (Kuwajima y colbs., 1988). Solo difieren ambas sustancias en la posicion de
la insaturacion de la cadena olefinica de la molécula. Por tanto, teniendo en cuenta la
similitud en maximos de absorbancia y de masa molecular, se identificaron los picos 5y

6 como secoxyloganin y secologandsido.
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Figura 32. Cromatograma obtenido por CLAE con deteccion por ultravioleta (A = 240
nm) de los compuestos oleosidicos presentes en salmuera de aceitunas (A) Manzanillas
y (B) Gordales. Los picos se corresponden con los siguientes compuestos, (1)
desconocido 1, (2) desconocido 2, (3) oledsido, (4) forma dialdehidica
decarboximetilada de acido elendlico (EDA) (5) secoxyloganin, (6) secologanosido, (7)

oledsido 11-metil éster, (8) patrdn interno: acido siringico.
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Figura 33. Espectros de absorcion en la region de ultravioleta de compuestos

oleosidicos presentes en las salmueras de aceitunas.
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Figura 34. Espectros de masas y estructura quimica de los compuestos oleosidicos

presentes en salmueras de aceitunas.
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Otros tres compuestos con espectro en el ultravioleta similar al de los oledsidos
fueron los correspondientes a los picos cromatograficos 1, 2 y 4. La estructura quimica
de los compuestos referidos a los picos 1 y 2 no fue posible determinarla puesto que
estos compuestos eluian al mismo tiempo con otros e incluso con el CLAE-EM no fue

posible determinar su masa molecular.

Por el contrario, el pico 4 era muy significativo en salmueras de Manzanilla y su
espectro de masas indicé una masa 184 uma (Figura 35). Ademas, sus datos de °C
RMN (Tabla 12) eran similares a los de Hy-EDA (Montedoro y colbs., 1993), excepto
en los carbonos 4, 5 y 6 que difieren ligeramente. Todo ello hizo pensar que se tratara
de la forma dialdehidica decarboximetilada de acido elendlico, lo cual se confirmo
mediante la hidrdlisis acida de Hy-EDA, aislado por CLAE analitica, que origin6 la
formacion de hidroxitirosol y dicho pico 4 (Figura 36). Por tanto, definitivamente este
compuesto se identific6 como la forma dialdehidica decarboximetilada de acido

elendlico, nunca descrita antes en aceitunas de mesa, alpechines o alperujos.

Figura 35. Espectro de masa y estructura quimica de la forma dialdehidica

decarboximetilada de acido elenolico (EDA).
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Tabla 12. Datos de >C RMN de la

forma dialdehidica decarboximetilada

de acido elendlico (EDA).

Carbono ppm
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Figura 36. Cromatograma obtenido por CLAE con deteccion por ultravioleta (A= 240

nm, linea roja; A = 280 nm, linea negra) de la forma dialdehidica decarboximetilada de

acido elenodlico unido a hidroxitirosol (Hy-EDA) (A), y de su hidrolisis, (B). Los picos

corresponden a los siguientes compuestos: (1) hidroxitirosol, (2) forma dialdehidica

decarboximetilada de acido elendlico (EDA), (3) Hy-EDA.
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En las Tablas 13 y 14 se recogen los resultados obtenidos en relacion con las
concentraciones de polifenoles presentes en las salmueras asépticas de aceitunas
Gordales y Manzanillas después de dos meses de almacenamiento. Se muestran los
datos individuales de cada partida de aceitunas (1-4) y también la media

correspondiente a la variedad.

Tabla 13. Concentracion de polifenoles (mM) en salmueras de aceitunas Gordales
preparadas en condiciones asépticas y almacenadas durante 2 meses. Entre paréntesis se

indica la desviacion estandar de las muestras.

Polifenoles Gordal1 Gordal2 Gordal3 Gordal 4 I\\//IZLJC;;
Hidroxitirosol 1,59 1,51 1,70 1,92 1,68 (0,17)
Hidroxitirosol 1-glucésido 0,33 0,14 0,45 0,33 0,31 (0,12)
Hidroxitirosol 4-glucésido 0,17 0,21 0,30 0,22 0,22 (0,05)
Tirosol 0,36 0,25 0,24 0,24 0,27 (0,06)
Acido cafeico 0,02 ND ND ND 0,01 (0,00)
Acido p-cumaérico 0,09 0,06 0,07 0,10 0,08 (0,02)
Verbascosido ND ND ND ND ND
Hy-EDA ND ND ND ND ND
Oleuropeina ND ND ND ND ND
Ester de acido cafeico 0,02 ND ND ND 0,01 (0,00)
Comselogésido 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 (0,00)

ND: No detectado

Todos los compuestos fenolicos presentaron mayor concentracion en salmueras
de Manzanillas que de Gordales. Esta diferencia de concentraciones se aprecia para el
hidroxitirosol y tirosol, casi tres veces mds concentrado en las Manzanillas, y se ve
acentuado para los glucosidos de hidroxitirosol: mas de 10 veces mas concentrados en
las salmueras de Manzanillas que en las de Gordal. Verbascosido, acido cafeico, acido
p-cumarico, comselogosido y el éster del acido cafeico unido a secologandsido, se
encontraron a unas concentraciones muy bajas en ambas salmueras, siendo la de

Manzanilla mas rica en estos compuestos.
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Tabla 14. Concentracion de polifenoles (mM) en salmueras de aceitunas Manzanillas
preparadas en condiciones asépticas y almacenadas durante 2 meses. Entre paréntesis se

indica la desviacion estandar de las muestras.

Polifenoles Manzanilla  Manzanilla Manzanilla Manzanilla Van_r
1 2 3 4 Medio
Hidroxitirosol 7,24 4,28 6,71 4,88 5,78 (1,41)
Hidroxitirosol 1-glucésido 4,58 1,46 6,28 2,04 3,59 (2,24)
Hidroxitirosol 4-glucésido 2,35 1,25 4,30 1,72 2,41 (1,34)
Tirosol 0,80 0,55 0,68 0,42 0,61 (0,16)
Acido cafeico ND ND ND ND ND
Acido p-cumaérico ND ND ND ND ND
Verbascosido 0,01 0,00 0,02 0,01 0,01 (0,00)
Hy-EDA 1,05 0,45 1,14 2,67 1,33 (0,94)
Oleuropeina 1,33 0,45 2,87 1,51 1,54 (1,00)
Ester de acido cafeico 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 (0,00)
Comselogésido 0,04 0,03 0,07 0,04 0,05 (0,02)

ND: No detectado

Resulta especialmente destacable que en las salmueras de aceitunas Gordal no se
detecto la forma dialdehidica del acido elendlico unida a hidroxitirosol ni oleuropeina,
mientras que en las salmueras de Manzanillas si se encontraron a unas concentraciones

medias de 1,33 y 1,54 mM, respectivamente.

El efecto inhibidor de las salmueras de Manzanillas se ha atribuido a los
compuestos fendlicos por muchos investigadores, en particular a la oleuropeina (Juven
y colbs., 1968b; Fleming y colbs., 1973). Los resultados obtenidos indican que esta
sustancia fue detectada en salmueras de Manzanilla pero no en las de Gordal, lo cual
podia confirmar la hipdtesis de los investigadores citados. Las aceitunas Gordales
también tienen oleuropeina en su pulpa, aunque en menor concentracion que las
Manzanillas (Romero y colbs., 2002b). Su difusion lenta a las salmueras acidificadas
puede originar su rapida hidrdlisis (Brenes y colbs., 1993) y, por tanto, ausencia en
dichas salmueras. Tanto en las salmueras de Manzanilla como de Gordal se encontr6
una significativa concentracion de un producto de su hidrdlisis, hidroxitirosol, aunque

en mayor cantidad en las salmueras de Manzanilla. Este compuesto, junto con tirosol,
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también ha sido propuesto para explicar el efecto inhibidor del crecimiento de bacterias

lacticas en salmueras de aceitunas de mesa (Ruiz-Barba y colbs., 1990; 1993).

Por el contrario, la forma dialdehidica decarboximetilada de acido elenodlico
unido a hidroxitirosol s6lo se encontr6 en salmueras de Manzanilla y este compuesto
podria ser, por tanto, otro posible responsable del efecto inhibidor de la fermentacion

lactica en estas salmueras.

Las Tablas 15 y 16 recogen los datos de las concentraciones de compuestos
oleosidicos presentes en las salmueras asépticas de aceitunas Gordales y Manzanillas
después de dos meses de almacenamiento. Se muestran los datos individuales de cada

partida de aceitunas (1-4) y también la media correspondiente a la variedad.

Tabla 15. Concentracion de compuestos oleosidicos (mM) en salmueras de aceitunas
Gordales preparadas en condiciones asépticas y almacenadas durante 2 meses. Entre

paréntesis se indica la desviacion estandar de las muestras.

COMPUESTO Gordal1 Gordal2 Gordal3  Gordal 4 QA’ZLOI;
Desconocido 1 0,19 0,19 0,20 0,27 0,22 (0,04)
Desconocido 2 0,03 0,04 0,04 0,01 0,03 (0,01)
Oleosido 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 (0,00)
EDA 0,03 0,02 0,04 0,03 0,03 (0,00)
Secoxyloganin 0,50 0,93 0,31 0,30 0,51 (0,29)
Secologanésido 0,07 0,08 0,07 0,07 0,07 (0,00)
Oleosido 11-metil éster 0,25 0,25 0,11 0,10 0,18 (0,08)

130



Resultados y discusién

Tabla 16. Concentracion de compuestos oleosidicos (mM) en salmueras de aceitunas
Manzanillas preparadas en condiciones asépticas y almacenadas durante 2 meses. Entre

paréntesis se indica la desviacion estandar de las muestras.

Manzanilla Manzanilla Manzanilla Manzanilla

COMPUESTO 1 5 3 4 Valor Medio
Desconocido 1 0,45 0,28 0,47 0,51 0,43 (0,10)
Desconocido 2 0,71 0,01 0,70 0,44 0,47 (0,32)
Oleosido 0,27 0,13 0,39 0,28 0,27 (0,10)
EDA 0,85 0,53 0,79 2,01 1,06 (0,66)
Secoxyloganin 1,88 0,31 1,11 1,28 1,15 (0,65)
Secologanésido 1,28 0,56 1,47 1,42 1,18 (0,42)

Oleésido 11-metil

; 1,05 0,91 1,90 1,48 1,34 (0,45)
éster

En lineas generales, las salmueras de aceitunas Manzanillas tienen mayor
concentracion de compuestos oleosidicos que las salmueras de Gordales. Asimismo, los
valores medios para los compuestos desconocido 1, desconocido 2 y secoxyloganin son
mayores para la Manzanilla. Pero si observamos la salmuera de Manzanilla M2, ésta
tiene valores iguales o por debajo de los valores medios de las Gordales. Lo que indica
que a priori, estos compuestos no deberian ser los causantes de la actividad
antimicrobiana, ya que se encuentran también en las salmueras de Gordal, fermentando

¢éstas con gran facilidad.

Los compuestos oledsido, oledsido 11-metil éster y secologanosido también se
encuentran en concentraciones mayores en las salmueras de Manzanillas. El compuesto
que presenta  mayor diferencia en concentracion es la forma dialdehidica
decarboximetilada de 4cido elendlico, siendo el valor medio mas de 35 veces superior

en las salmueras de aceitunas Manzanillas que en las de Gordales.
Dadas estas diferencias tan significativas de concentraciones de compuestos

fenolicos y oleosidicos entre las salmueras de aceitunas Manzanillas y Gordales, cabe

pensar que alguno de los compuestos citados, o combinacién de varios, sean los
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responsables del efecto inhibidor sobre la fermentacion lactica de aceitunas Manzanilla

sin tratamiento alcalino.

4.2.1.3. Evaluacién de la actividad antimicrobiana de compuestos puros frente a

Lactobacillus pentosus en salmuera

Se seleccionaron y aislaron por CLAE analitica los compuestos fenolicos y
oleosidicos mayoritarios presentes tanto en salmueras de aceitunas Gordales como de

Mangzanillas.

El aislamiento de los compuestos se hizo a partir de la salmuera de aceitunas
Manzanillas M4. Esta salmuera fue seleccionada porque era la que presentaba mayores
concentraciones de los compuestos de interés. Se aislaron los siguientes compuestos:
hidroxitirosol, hidroxitirosol 1-glucosido, hidroxitirosol 4-glucdsido, tirosol, la forma
dialdehidica decarboximetilada de 4cido elendlico unido a hidroxitirosol (Hy-EDA),
oleuropeina, desconocido 1, desconocido 2, oledsido, forma dialdehidica
decarboximetilada de acido elendlico(EDA), secoxyloganin, secologandsido y oledsido
11-metil éster, de los cuales solamente la oleuropeina y Hy-EDA aparecen
exclusivamente en las salmueras de aceitunas Manzanillas. Cada uno de estos
compuestos se afadid a la salmuera de Gordal G1 hasta alcanzar la concentracion
presente en la salmuera de Manzanilla M2 (Figura 37) que es la que presenta las
cantidades menores de todas las partidas de la variedad. Debido a que las salmueras de
Gordales también poseen, aunque en pequefias concentraciones, algunos compuestos
fenolicos y oleosidicos, se realizan los célculos pertinentes para que, una vez adicionado
el compuesto, en la solucion final ensayada se alcance al menos la concentracion

encontrada en la Manzanilla M2.
Todos estos compuestos aislados se ensayaron frente a Lactobacillus pentosus

ATCC 8041, inoculando las salmueras y determinando la poblacion presente tras 48

horas de incubacion a 32 °C.

132



Resultados y discusién

Figura 37. Concentracion (mM) de compuestos fendlicos y oleosidicos presentes en la
salmuera de Manzanilla M2, salmuera de Gordal G1, y concentracion anadida a esta
ultima. La concentracion ensayada de los compuestos fenolicos y oleosidicos aislados

por CLAE fue la suma presente en la salmuera de Gordal y la afiadida.
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En la Figura 38 se recogen los resultados (log UFC/mL) obtenidos de los
recuentos en placa de las salmueras de aceitunas Gordales a las que se le han afadido

los compuestos individualmente.
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Figura 38. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de polifenoles y compuestos
oleosidicos frente a Lactobacillus pentosus ATCC 8041. La concentracion de los
compuestos ensayada aparece en la Figura 37. Las barras de error indican la desviacion

estandar. La linea roja indica el limite de deteccion del método (1,3 log UFC/mL).
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En las salmueras con hidroxitirosol, hidroxitirosol 1-glucésido, hidroxitirosol 4-
glucosido, tirosol, oleuropeina, desconocido 2, oledsido, secoxyloganin y
secologanosido, tuvo lugar crecimiento del microorganismo. El recuento obtenido fue
superior a 8 log UFC/mL, mas de dos unidades logaritmicas que el indculo inicial. Al
igual sucedi6 con el control positivo de la salmuera de Gordales, que experimento el

mismo crecimiento que con el resto de los compuestos anteriores.

A pesar de todas las referencias que apuntaban que la oleuropeina y el
hidroxitirosol son los compuestos mas inhibidores en las aceitunas, para la cepa de
Lactobacillus estudiada y las concentraciones ensayadas, no han presentado actividad

alguna.

El compuesto desconocido 1 se trata de una mezcla de diferentes compuestos,
por lo que no se ha podido identificar al encontrarse muchas impurezas en la fraccion
colectada. Los resultados obtenidos para la fraccion denominada como desconocido 1
en el recuento después de 48 horas fue de 5,15 log UFC/mL. Este valor esta muy

proximo al del inoculo inicial (aproximadamente 6 log UFC/mL), por lo que podemos
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decir que, después de la incubacion, los microorganismos no han experimentado cambio
significativo respecto a su nimero; no ha habido crecimiento pero la supervivencia ha

sido elevada.

Por el contrario, la forma dialdehidica decarboximetilada de 4cido elendlico y el
oledsido 11-metil éster, han presentado cierta actividad antimicrobiana. El nimero de
microorganismos después de la incubacién se ha reducido aproximadamente dos
unidades logaritmicas. Ambos compuestos han ejercido un efecto inhibidor sobre el

crecimiento de Lactobacillus pentosus.

Finalmente, el compuesto que ha presentado mayor efecto antimicrobiano ha
sido la forma dialdehidica decarboximetilada de 4acido elenolico unido a hidroxitirosol.
Después de la incubacion, se realizo la siembra de la salmuera y no se obtuvo ninguna
unidad formadora de colonia (UFC), situandose por debajo del limite de deteccion, 1,3
log UFC/mL. Este compuesto, junto con la forma dialdehidica decarboximetilada de
acido elendlico unido a tirosol, son precisamente las dos sustancias con mayor actividad
bactericida presentes en los aceites de oliva virgen (Medina y colbs., 2006). Sin
embargo, nunca hasta ahora se habia atribuido el efecto inhibidor de las salmueras de
aceitunas Manzanillas frente a las bacterias lacticas a la presencia de Hy-EDA en las

mismas, o de EDA o de oledsido 11-metil éster (Medina y colbs., 2007b).

Teniendo en cuenta que las concentraciones de referencia a las que se han
ensayado los compuestos corresponden a las encontradas en la salmuera de Manzanilla
M2, y que ésta era la menos concentrada de todas las Manzanillas, podemos intuir que
son compuestos con elevada actividad antimicrobiana, puesto que incluso a bajas
concentraciones presentan efectos inhibidores. En otras salmueras de Manzanillas, el
Hy-EDA puede llegar a alcanzar concentraciones hasta 6 veces mayores que en la M2,
hasta 4 veces para el EDA y hasta el doble para el oledsido 11-metil éster. Estos
compuestos, en especial el Hy-EDA, con mayor actividad bactericida, parecen ser los
responsables de la inhibicion de la fermentacion en las salmueras de aceitunas

Manzanillas sin tratamiento con hidroxido sédico.

En la Figura 39 se presentan los resultados de otro ensayo en el que se vuelve a

evaluar la actividad bactericida de los compuestos Hy-EDA, EDA y oledsido 11-metil
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éster, tanto individualmente como sus mezclas dos a dos. Las concentracion fueron las
mostradas en la Figura 37, excepto para el Hy-EDA que se testé a la mitad de su

concentracion (0,24 mM).

Figura 39. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los compuestos EDA, oledsido
11-metil éster y Hy-EDA (0,52; 1 y 0,24 mM respectivamente) y sus mezclas frente a
Lactobacillus pentosus ATCC 8041. Las barras de error indican la desviacion estandar.

La linea roja indica el limite de deteccion del método (1,3 log UFC/mL).
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Lo mas destacable de los resultados es que atn diluido a la mitad, el Hy-EDA
sigue siendo el mas inhibidor de estos tres compuestos, aunque en este caso no fue tan
eficaz como al doble de concentracion. Los resultados medios del recuento para el Hy-
EDA fueron 2,33 log UFC/mL, produciéndose una disminuciéon de casi 4 unidades
logaritmicas respecto al valor inicial. Las moléculas de EDA y oledsido 11-metil éster

provocaron reducciones de 2 unidades logaritmicas, aproximadamente.
El efecto bactericida de las mezclas de los compuestos es superior a la de los
compuestos individuales, se ha producido un efecto sinérgico, siendo mas potente el

efecto inhibidor en conjunto que por separado.

De todas las mezclas realizadas, las mas efectivas han sido donde participaba el

Hy-EDA, ya que se ha reconocido como el inhibidor mas efectivo de los tres. En estos
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casos, no se detectd crecimiento de microorganismos en la salmuera después de su
incubacién, produciendo una disminucion muy importante de mas de 4 unidades
logaritmicas. La mezcla ensayada de EDA y oledsido 11-metil éster, también fue mas
efectiva que ambos por separado. El indculo inicial quedd reducido a un valor medio de

1,95 log UFC/mL.

Por lo tanto, gracias a este trabajo, se han podido identificar los responsables del
efecto inhibidor que se produce en las salmueras de aceitunas Manzanillas cuando no
reciben tratamiento alcalino. Se puede considerar al Hy-EDA como mayor agente
antimicrobiano frente a L. pentosus, seguido del EDA y del ole6sido 11-metil éster, y
descartar a la oleuropeina, hidroxitirosol, verbascoésido, aglucona de oleuropeina y

tirosol, entre otros (Medina y colbs., 2007b).

4.2.1.4. Evaluacién de la actividad antimicrobiana de compuestos puros frente a

diversos microorganismos

Los resultados obtenidos para la oleuropeina, hidroxitirosol y tirosol son
contrarios a lo que muchos investigadores citan en sus trabajos. Muchos autores
atribuian el efecto bactericida a estos compuestos, y en este trabajo se ha demostrado
que frente a la cepa de Lactobacillus pentosus ATCC 8041, y para estas condiciones de

ensayo, estos compuestos son inocuos para el crecimiento del microorganismo.

Confirmada la actividad bactericida de la forma dialdehidica decarboximetilada
de acido elendlico unida a hidroxitirosol frente a Lactobacillus pentosus ATCC 8041,
también se ha querido estudiar en el presente trabajo los efectos producidos por el Hy-
EDA, hidroxitirosol y oleuropeina frente a otros microorganismos descritos en aceitunas
de mesa, a unas concentraciones de 0,48; 5,2 y 5,8 mM, respectivamente y en la

salmuera de Gordal G1.

En la Figura 40 se recogen los resultados obtenidos de la evaluacion
antimicrobiana de dichos compuestos frente a Lactobacillus plantarum ATCC 14917,
Lactobacillus pentosus ATCC 8041, Enterococcus faecium CECT 410, Enterococcus

faecalis CECT 481, Leuconostoc mesenteroides LMS51, Enterobacter aerogenes CECT
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684, Escherichia coli CECT 434, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080 y Pichia
membranifaciens CECT 10482.

Figura 40. Comparacion de la actividad antimicrobiana de los compuestos: forma
dialdehidica decarboximetilada de 4cido elenolico unida a hidroxitirosol (Hy-EDA),
hidroxitirosol y oleuropeina, a concentraciones de 0,48; 5,2 y 5,8 mM respectivamente,
frente a Enterobacter aerogenes CECT 684, FEscherichia coli CECT 434,
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080, Pichia membranifaciens CECT 10482,
Leuconostoc mesenteroides LM51, Lactobacillus pentosus ATCC 8041, Lactobacillus
plantarum ATCC 14917, Enterococcus faecium CECT 410 y Enterococcus faecalis

CECT 481. Las barras de error indican la desviacion estandar.
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Las levaduras Saccharomyces y Pichia no sufrieron ningin efecto inhibidor por
parte de estos tres compuestos después de 48 horas en incubacion en contacto con ellos,
mas bien al contrario, experimentaron un aumento de células superior a dos unidades
logaritmicas con respecto al indculo inicial. Este es un resultado previsible puesto que
las levaduras son precisamente los microorganismos que predominan en salmueras de
aceitunas no tratadas con hidroxido sodico (Brenes y colbs., 1986; de Castro y colbs.,
2007). También Candida albicans fue el inico microorganismo que no se afect6 por el
tratamiento con compuestos polifendlicos del aceite de oliva virgen (Medina y colbs.,

2006).
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La oleuropeina ejercid poca o ninguna actividad antimicrobiana frente a todas
las bacterias ensayadas. Las cepas de Lactobacillus y Leuconostoc crecieron sin
dificultad en presencia de este compuesto, mientras que para las demas no se observaron

diferencias notables respecto al nimero de microorganismos inoculados inicialmente.

Los resultados obtenidos para el hidroxitirosol son mas diversos. En el caso de
Lactobacillus plantarum y L. pentosus, hubo crecimiento en presencia de hidroxitirosol,
alcanzando unos niveles mayores a 8 log UFC/mL. Las cepas de Leuconostoc
mesenteroides y Enterococcus faecium no sufrieron ninguna alteracion significativa con
respecto al niumero de microorganismos inoculado inicialmente. Para Enterococcus
faecalis hubo una disminucion aproximada de una unidad logaritmica, y los efectos mas
acusados se mostraron para Enterobacter aerogenes y Escherichia coli, alcanzandose
reducciones de 2 y 3 unidades logaritmicas, respectivamente. Es posible que el efecto
del hidroxitirosol sea mas importante frente a bacterias Gram-negativas, pero no se ha

estudiado un niimero suficiente de microorganismos para confirmarlo.

El compuesto que presenta mayor actividad bactericida de los tres probados
vuelve a ser el Hy-EDA, que presenta efectos claros frente a todas las bacterias
ensayadas, en mayor o menor medida dependiendo del microorganismo (Medina y
colbs., 2007b). El mayor efecto antimicrobiano se observo frente a Enterococcus
faecalis 'y Lactobacillus pentosus, ya que tras la incubacion en contacto con el
compuesto no se obtuvo ninguna unidad formadora de colonia en placa y, por lo tanto,
el nimero de viables fue menor que 1,3 log UFC/mL. Para el resto de bacterias, el
efecto antimicrobiano producido por el Hy-EDA redujo entre 2,5 y 3,5 unidades
logaritmicas el nimero de microorganismos en las salmueras después de 48 horas de

incubacion con dicho compuesto.

4.2.2. Influencia de las sustancias antimicrobianas sobre la fermentacién a escala

piloto de aceitunas de mesa Gordal y Manzanilla

Tal como se describe en el apartado 3.11.2.1, se procesaron aceitunas de las
variedades Gordal y Manzanilla como verdes al estilo espaifiol (tratadas con NaOH) y
negras (no tratadas con NaOH); esto es, recogidas estas ultimas con color amarillento y

conservadas en una salmuera acidificada. Por supuesto, estas experiencias no se
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llevaron a cabo bajo condiciones asépticas. Las aceitunas no tratadas se prepararon con
sal alta (SA) y sal baja (SB), y se inocularon a los 7 dias con una mezcla de bacterias

lacticas.

Como se observa en la Figura 41, las bacterias lacticas no crecieron en las
salmueras de aceitunas Manzanilla no tratadas con NaOH, independientemente de la
concentracion inicial de sal. Por el contrario, dichos microorganismos redujeron su
numero de indculo inicial, en mayor medida con la sal inicial alta, pero terminaron

creciendo en las salmueras de aceitunas Gordales.

Figura 41: Evolucion de bacterias del acido lactico inoculadas en salmueras no tratadas

con NaOH. Las barras indican la desviacion estandar.
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Asimismo, se produjo un abundante desarrollo de bacterias lacticas tanto en las
salmuera de Gordal como en las de Manzanilla tratadas con NaOH (Figura 42). Estos
datos se correlacionan con la formacion de acido lactico recogidos en la Figura 43. En
todas las salmueras tratadas con NaOH se detectd6 un incremento paulatino en la
formacion de acido lactico, asi como en las de Gordal no tratadas con NaOH. Estos
datos confirmaron los resultados encontrados previamente sobre las dificultades de
fermentacion lactica por parte de las aceitunas Manzanilla (Fleming y Etchells, 1967) y
la influencia de la concentraciéon de sal sobre el desarrollo de dicha poblacion

microbiana (Rodriguez-Borbolla y colbs., 1971).
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Figura 42: Crecimiento de bacterias del 4acido lactico en salmuera de aceitunas tratadas

con NaOH sin inocular. Las barras indican la desviacion estandar.
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Figura 43: Concentracion de acido lactico en salmueras de aceitunas no tratadas con
NaOH y en salmueras de aceitunas tratadas con NaOH. Las barras indican la desviacion

estandar. Nota: no se detectd acido lactico en las salmueras de aceitunas Manzanilla no

tratadas con NaOH.
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Todos estos datos, junto con los recogidos en la Figura 44 sobre la
concentracion de compuestos antimicrobianos (Hy-EDA, EDA y oledsido 11-metil
éster), confirman en condiciones reales los resultados comentados anteriormente con las

salmueras asépticas.

Figura 44: Concentracion de compuestos antimicrobianos en las salmueras de aceitunas
no tratadas con NaOH. Nota: no se detectaron en las salmueras de aceitunas tratadas con

NaOH. Las barras indican la desviacion estandar.
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Las concentraciones de Hy-EDA, EDA y oledsido 11-metil éster fueron muy
superiores a lo largo de los primeros 20 dias de fermentacion en salmueras aceitunas
Manzanillas que de Gordales, ambas no tratadas con NaOH. Asimismo, ninguno de
estos antimicrobianos se detectd en las aceitunas tratadas con NaOH,
independientemente de la variedad. Tenemos, por tanto, una explicacion de la facilidad
de fermentacion lactica de aceitunas de la variedad Gordal e inhibicion para la variedad

Manzanilla cuando no reciben un tratamiento alcalino.

Como ya se ha discutido, se conoce desde finales de los 60 y principios de los 70
del sigo XX las dificultades del desarrollo de bacterias lacticas en salmueras de
aceitunas de la variedad Manzanilla (Juven y colbs., 1968a; Fleming y colbs., 1969), lo
cual se atribuy? a la presencia de inhibidores fendlicos tales como la oleuropeina (Juven
y colbs., 1968b). Ya que estas sustancias reaccionan con compuestos nitrogenados
(aminoacidos y proteinas), se ha atribuido a dicho tipo de reacciones la disminucion del
efecto inhibidor de los antimicrobianos de la aceitunas cuando se estudiaron en medios
de cultivo ricos en extractos proteicos (Juvens y colbs., 1970; Ruiz-Barba 1993). De
hecho, se sabe de la adicion de extracto de levadura y MRS a las salmueras de
fermentacion de aceitunas no tratadas con NaOH para favorecer el desarrollo de las

bacterias lacticas (Servili y collbs., 2006; Peres y colbs., 2008).

También, a veces los investigadores llevan a cabo sus estudios de inoculacion
con bacterias lacticas suspendidas en medio de cultivo (MRS), lo cual puede
precisamente influir en los resultados previstos. Pues bien, en las Figuras 45 y 46 se
exponen los resultados obtenidos cuando se inoculd L. pentosus en salmueras de
Manzanilla diluidas y con cantidades crecientes, bien de extracto de levadura, o de

MRS.

Hay que indicar que las salmueras de Manzanilla sin diluir no permitieron el
desarrollo de L. pentosus ni cuando se adicioné un 2 % de extracto de levadura. Por el
contrario, la dilucidon de esta salmuera al 40 %, y en particular, al 20 % evito la muerte
del microorganismo, sobre todo cuando se afadieron cantidades crecientes de extracto
de levadura. También el tamafio del indculo fue determinante para el crecimiento de los

lactobacilos, a mayor indculo aumenta el nimero de supervivientes.
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Figura 45: Crecimiento de L. pentosus tras 48 horas de incubacién en salmueras
diluidas de aceitunas Manzanilla sin tratar con NaOH con sal baja y modificadas por

adicion de extracto de levadura. Las barras indican la desviacion estdndar de los

duplicados.
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Similares resultados se obtuvieron con el medio de cultivo MRS (Figura 46). La
adicion de un 0,5 % de MRS ya dio lugar al crecimiento de L. pentosus en la salmuera
de Manzanilla diluida al 20 %. Ni incluso con 1-2 % de MRS creci6 L. pentosus en la

salmuera de Manzanilla no diluida.
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Figura 46: Crecimiento de Lactobacilus pentosus tras 48 horas de incubacion en
salmueras de aceitunas Manzanillas no tratadas con NaOH, diluidas al 20 % vy
modificadas por adicion de MRS. El indculo inicial fue de 6,1 log UFC/mL. Las barras
indican la desviacion estdndar de los duplicados. Las flechas indican que el valor se

encuentra por debajo del limite de deteccion.
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Como conclusion, se puede decir que es posible contrarrestar el efecto inhibidor
de los compuestos antimicrobianos de las salmueras de Manzanilla, aunque ello
dependera de la concentracion de dichas sustancias, del tamafio del inéculo y de la
cantidad de sustancias nitrogenadas adicionadas al medio (MRS, extracto de levadura,

etc.).

4.2.3. Relacion entre la intensidad del tratamiento alcalino y la presencia de
compuestos antimicrobianos durante la fermentacion de aceitunas verdes estilo

espaniol

Se sabe desde hace muchos afios (Rodriguez-Borbolla y colbs., 1971) que
aceitunas Manzanillas sometidas a un insuficiente tratamiento alcalino tienen problemas
de fermentacion. Teniendo en cuenta los conocimientos adquiridos sobre compuestos
antimicrobianos, se desarrollaron distintas experiencias para poder explicar el fenémeno

de las fermentaciones detenidas.
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En primer lugar, se analiz6 la composicion fenolica y oleosidica de las lejias y
aguas de lavado. En general, estos compuestos fueron mas concentrados en aquellas
lejias que habian penetrado 2/3 partes que 1/2 la distancia de la piel al hueso de la
aceituna, independientemente de la concentracion de NaOH utilizada (Tabla 17). Estos
compuestos difunden de las aceitunas a la lejia y al prolongarse el tratamiento con la
lejia estas soluciones se enriquecieron. Por el contrario, se encontraron pequefias
diferencias entre las aguas de lavado en relacion con la penetracion de las lejias. El
hidroxitirosol y oledsido 11-metil éster se detectaron en una concentracion muy alta en
ambas lejias y aguas de lavado, seguidos por el oledsido e hidroxitirosol 4-glucosido. El
hidroxitirosol y el oledsido 11-metil éster se forman durante la hidrdlisis alcalina de la
oleuropeina (Brenes y colbs., 1998), que es el principal compuesto fendlico de los frutos
frescos de aceituna, y es predecible encontrarlos en una alta concentracion tanto en las
lejias como en las aguas de lavado. Hay que indicar que en ninguna de estas soluciones

se detectaron los compuestos antimicrobianos EDA y Hy-EDA.

Las bacterias del 4cido lactico pueden crecer en las aguas de lavado de aceitunas
verdes estilo espanol (de Castro y colbs., 2001), excepto cuando se forma un polimero
durante la acidificaciéon de las aguas (de Castro y colbs., 2005). Sin embargo, este
polimero puede ser eliminado facilmente por centrifugaciéon provocando un desarrollo
optimo para las bacterias lacticas. No obstante en estas aguas de lavado no se encontr6d
ninguno de los compuestos antimicrobianos con mayor efecto frente a las bacterias

lacticas, tal como se confirma en datos reflejados en la Tabla 17.

Otras dos conclusiones interesantes de este estudio son (1) el alto contenido en
oledsido en las aguas de lavado del tratamiento con NaOH al 2,2 %, y (2) la ausencia de
secoxyloganin en todas las soluciones. Se puede deducir que ocurrié una demetilacién
del oledsido 11-metil éster con las altas concentraciones de NaOH (Capozzi y colbs.,
2000). Asimismo, no se detectd secoxyloganin en ninguna de las lejias, aguas de lavado
ni salmueras analizadas. Por lo general, este compuesto esta presente en las salmueras
de aceitunas que no han sido tratadas con NaOH (Medina y colbs., 2007b). De ahi que
el andlisis de este compuesto en las salmueras de aceitunas comerciales puede ser muy
util para detectar si han sido sometidas a un tratamiento con NaOH, ya que dicho

tratamiento no se permite en aceitunas organicas o ecoldgicas.

146



Resultados y discusién

Tabla 17: Influencia de la concentracion y penetracion de la solucion de NaOH sobre la concentracion de compuestos polifendlicos y oleosidicos

en las lejias alcalinas y aguas de lavado. Los datos corresponden a la experiencia B del apartado 3.11.3.1.

Compuesto (mM) Lejia Agua de lavado
A? B C D A B C D

Hidroxitirosol 36,5(2,2)° 27.8(1,8) 36,0(0,1) 23,1(0,3) 282 (1,4) 292(2,4) 283(50) 32,8(0,7)
Hidroxitirosol 1-glucésido 7,1 (0,5) 5,4 (0,8) 7,4(0,6) 4,8(0,6) 5,2 (0,1) 6,2 (0,4) 6,5 (0,3) 5.4 (1,0)
Hidroxitirosol 4-glucdsido 10,0 (0,5)  7,4(0,6) 9,0(0,1) 4,8(0,4) 6,0 (0,6) 6,0(1,00 6,0(1,00 8,3(2,4)
Tirosol 2,1(0,1) 1,5(0,1) 22(0,1) 1,2(0,1) 22(0,1)  2,0(0,1) 27(05  2,.8(0,5)
Oleésido 15,7(0,3) 12,5(0,7) 17,9(1,1) 11,2(0.,3) 49(0,1) 4,1(04) 11,8(22) 11.8(2,1)
Oleésido 11-metil éster 22.8(0,7) 18,1(1,0) 21,0(0,5) 12,5(0,5) 23.4(1,00 248(1,7) 25,5(4,3) 29,0 (3,9)
Secologandsido 56(0,2) 4,6(0,2) 58(02) 3,6(0,1) 3,6(0,2)  39(0,2) 45(0,9 @ 52(0,7)

“A: 2/3 penetracion de la lejia (1,7% NaOH); B: 1/2 penetracion de la lejia (1,7% NaOH); C: 2/3 penetracion de la lejia (2,2% NaOH); D: 1/2

penetracion de la lejia (2,2% NaOH).”Desviacion estandar. No se detectaron en estas soluciones secoxyloganin, Hy-EDA ni EDA.
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De otra parte, los polifenoles predominantes en las salmueras de aceitunas a los
7 meses de fermentacion fueron hidroxitirosol y tirosol (Tablas 18 y 19). La
concentracion de éstos fue mayor en las salmueras de aceitunas en las que la lejia
penetr6 a una profundidad de 1/2 la distancia de la piel al hueso del fruto que en las que
penetr6 2/3, lo que corresponde con su menor difusion a lejias y aguas de lavado. Estas
sustancias también se encontraron a una concentracion mas alta en las salmueras del
experimento A (Tabla 18) que en la del B (Tabla 19). Las salmueras del experimento B,
por el contrario, tuvieron una concentracion mas alta en hidroxitirosol 4-glucésido e
hidroxitirosol 1-glucésido que en las del experimento A. En todos los casos, por tanto,

los compuestos mayoritarios en las salmueras fueron hidroxitirosol y sus derivados.

Hay datos contradictorios sobre la inhibicion del crecimiento de las bacterias
lacticas por hidroxitirosol (Ruiz-Barba y colbs., 1993; Landete y colbs., 2008) aunque
se ha demostrado anteriormente que éste no es el compuesto antimicrobiano principal en

las salmueras de las aceitunas (Medina y colbs., 2007b).

Tabla 18: Compuestos fendlicos en salmueras de aceitunas a los 7 meses de

fermentacion. Los datos pertenecen al experimento A.

Tratamiento

Compuesto (mM)

2/3 profundidad 1/2 profundidad
Hidroxitirosol 11,4 (0,4)* 15,1 (0,7)
Hidroxitirosol 1-glucésido <0,1 <0,1
Hidroxitirosol 4-glucésido <0,1 1,1 (0,1)
Tirosol 1,4 (0,1) 1,6 (0,1)

*Desviacion estandar
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Tabla 19: Compuestos fendlicos en salmueras de aceitunas a los 7 meses de

fermentacion. Los datos pertenecen al experimento B.

Tratamiento

Compuesto (mM)

A? B C D
Hidroxitirosol 8,7(0,3°  9,7(0,3)  9,9(0,1) 10,1 (1,8)
Hidroxitirosol 1-glucésido 5,7 (0,4) 6,7 (0,3) 58(0,2) 6,5(0,2)
Hidroxitirosol 4-glucésido 0,4 (0,1) 0,4 (0,1) <0,1 <0,1
Tirosol 0,9 (0,2) 0,8(0,1) 0,7(0,1) 0,7(0,1)

“A: 2/3 profundidad de penetracion de la lejia (1,7% NaOH); B: 1/2 profundidad de
penetracion de la lejia (1,7% NaOH); C: 2/3 profundidad de penetracion de la lejia
(2,2% NaOH); D: 1/2 profundidad de penetracion de la lejia (2,2%

NaOH).bDesviacién estandar

Respecto al crecimiento de los lactobacilos en estas salmueras de aceitunas, se
confirmo tanto para el experimento A como para el B, que las células de L. pentosus
inoculadas mueren en las salmueras de aceitunas tratadas con NaOH cuando la lejia
penetra solo hasta 1/2 la distancia de la piel al hueso (Figuras 47 y 48). Ello se relaciona
con que no se detectaron ni acido lactico ni crecimiento de lactobacilos en los primeros
15 dias de la puesta de los frutos en salmuera, mientras que en las salmueras de
aceitunas tratadas con NaOH con una penetracion de 2/3 la distancia de la piel al hueso,
se observo un crecimiento abundante de bacterias lacticas y su consecuente formacion
de 4cido lactico (Medina y colbs., 2008a). Ademas, la glucosa se consumié rapidamente

durante los 10-15 primeros dias en las salmueras de estas ultimas aceitunas (Figura 47).

Asimismo, en el experimento B, las bacterias lacticas crecieron en todas las
salmueras de aceitunas tratadas con una lejia del 2,2 %, independientemente de la
profundidad de penetracion de la lejia, y también en las tratadas con 1,7 % NaOH y
penetracion 2/3, pero no crecieron en las salmueras de aceitunas tratadas con lejias del
1,7 % y una penetracion de 1/2 la distancia de la piel al hueso (Figura 48). Este
fenomeno se observo durante los primeros 15 dias de su estancia en salmuera y se
correspondid con una concentracion de glucosa mas alta en las salmueras tratadas con

lejias al 1,7 %, debido a su minima fermentaciéon. Ademads, se detecté una poblacion
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mas elevada de Enterobacteriaceae en estas salmueras en las que la lejia penetrd solo

hasta 1/2 la distancia de la piel al hueso (Figura 49).

Figura 47. Evolucioén de glucosa, acido lactico y bacterias lacticas en salmueras de
aceitunas durante el primer mes de fermentacion. Los datos pertenecen al experimento
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Figura 48. Evolucion de glucosa, acido lactico y bacterias lacticas en salmueras de
aceitunas durante el primer mes de fermentacion. Los datos pertenecen al experimento

B.
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Una tendencia similar se observd para las levaduras, siendo mayor su poblacion

cuando las bacterias lacticas no crecen adecuadamente.

El valor de pH de las salmueras fermentadas fue de 4,3-4,5 después de 30 dias
de su estancia en salmuera y de 5,0 en salmueras no fermentadas. La acidez libre fue
obviamente mas alta en las salmueras fermentadas que en las no fermentadas y no hubo
diferencias significativas para la acidez combinada entre los distintos tratamientos,
aunque cuanto mas alta fue la concentracion de NaOH en el tratamiento, mas elevada

fue también la acidez combinada de las salmueras.

Figura 49. Evolucion de Enterobacteriaceae en salmueras de aceitunas durante el

primer mes de fermentacion.
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Todos estos datos indican que el tratamiento alcalino en las aceitunas verdes
estilo espainol debe realizarse hasta que la lejia penetre 2/3 partes la distancia de la piel

al hueso, y la concentracion de la lejia debe ser mas alta del 1,7 % si se pretende que
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fermenten lacticamente. Esta conclusiéon no es nueva, ya que Rodriguez-Borbolla y
colbs., (1969) alcanzaron resultados similares. Sin embargo, la explicacion de este
fendmeno no se resolvid. En muchas ocasiones se detectan fermentaciones detenidas en
las industrias sin conocer realmente la causa de ello. Las bajas temperaturas y bajas
concentraciones en azlcares son buenas razones para dar lugar a fermentaciones
detenidas, pero en nuestro estudio, las salmueras fueron inoculadas con bacterias
lacticas, la temperatura fue la misma para todos los tratamientos (temperatura ambiente)

y hubo suficiente cantidad se glucosa en las salmueras (Figuras 47 y 48).

Por lo tanto, se fijo la atencion en la presencia de antimicrobianos en las
salmueras de aceitunas, en particular Hy-EDA, EDA y oledsido 11-metil éster (Medina
y colbs., 2007b). Asi, se analizaron estas sustancias en las salmueras durante los
primeros 30 dias de fermentacion (Figuras 50 y 51). Hy-EDA y EDA se detectaron
solamente en las salmueras donde no crecieron las bacterias lacticas, es decir, las
tratadas hasta la mitad en el experimento A y las tratadas hasta la mitad con NaOH 1,7
% en el experimento B. De ahi que haya una relacion directa ente la inhibicion del
crecimiento de bacterias del acido lactico y la presencia de antimicrobianos en
salmueras. Debe destacarse que no se encontr6 Hy-EDA ni EDA en las salmueras de
aceitunas tratadas con NaOH al 2,2 % con una penetracion de 1/2 hasta el hueso. En
este caso, se puede asumir que el pH mas alto en la pulpa de la aceituna (Tabla 20) en
comparacion con las aceitunas tratadas con NaOH al 1,7 % impidi6 la formacion de

estas sustancias o las hidroliz6 durante el tratamiento (Medina y colbs., 2008a).

Aun esta sin resolver la siguiente pregunta: ;cudl es la contribucion del oledsido
11-metil éster en la inhibicién de las bacterias lacticas? Este compuesto que posee
actividad antimicrobiana se encontr6 en todas las salmueras (Figuras 50 y 51). Para
clarificar este punto, los compuestos correspondientes al pico del oledsido 11-metil
éster se aislaron mediante CLAE a partir de salmueras de aceitunas tratadas con NaOH
al 1,7 % y con una penetracion de 1/2 y 2/3 de la distancia al hueso. Posteriormente,
estos dos compuestos se afiadieron a una salmuera de Gordal y se inocularon con L.
pentosus. Se observd el mismo crecimiento del microorganismo en las salmueras sin
compuestos afladido que en la salmuera con el oledsido 11-metil éster aislado de la
salmuera de aceitunas tratadas con NaOH hasta 2/3 de distancia al hueso. Por el

contrario, la poblacion inicial se redujo 2 log UFC/L cuando se le anadio el oledsido 11-
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metil éster aislado de la salmuera de aceitunas tratadas con NaOH hasta 1/2 la distancia
hasta el hueso o de salmueras no tratadas con NaOH (Figura 52). También se
comprobd que el oledsido 11-metil éster aislado de las aguas de lavado permitid el

crecimiento de L. pentosus.

Figura 50. Evolucion de compuestos anti-bacterias lacticas en salmueras de aceitunas

durante el primer mes de fermentacion. Los datos pertenecen al experimento A.
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Figura 51. Evolucion de compuestos anti-bacterias lacticas en salmuera de aceitunas
durante el primer mes de fermentacion. Los datos pertenecen al experimento B. Hy-
EDA y EDA so6lo se detectaron en las muestras tratadas con NaOH al 1,7 % y con

penetracion de la lejia 1/2.
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Tabla 20: Valor de pH en la pulpa de aceitunas y liquidos de gobierno al principio del

tratamiento. Los datos pertenecen al Experimento B.

Tratamiento

pH
A? B C D
Pulpa de aceituna antes del lavado 10,1 9,6 11,4 10,8
Pulpa de aceitunas 1 dia en salmuera 9.0 8,6 10,0 9,8
Agua de lavado 9.9 9,7 10,8 10,7
Salmuera (1 dia) 8,2 6,4 9,4 9,0

“A: 2/3 penetracion de la lejia (1,7% NaOH); B: 1/2 penetracion de la lejia (1,7%
NaOH); C: 2/3 penetracion de la lejia (2,2% NaOH); D: 1/2 penetracion de la lejia
(2,2% NaOH).

Figura 52. Efecto del oledsido 11-metil éster aislado de diferentes origenes sobre el
crecimiento de bacterias lacticas. El recuento fue después de 48 horas de incubacion de
una salmuera de Gordal inoculada con 6,2 log UFC/ml. La salmuera de Gordal fue
usada como medio de cultivo y los diferentes isdmeros del oledsido 11-metil éster

aislados por CLAE se afiadieron al medio. Las barras indican la desviacion estandar.
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Asimismo, tanto el oledsido 11-metil éster aislado de las aguas de lavado como
el de las salmueras de Manzanilla no tratadas con NaOH tenian un espectro similar por
deteccion ultravioleta (UV) y masas (ESI). Ademds, ambos compuestos presentaron
espectros idénticos de '"H RMN y muy similares de C RMN (Tabla 21), siendo
compatible con la estructura propuesta por Damtoff y colbs. (1993) (Figura 53). Las
unicas diferencias significativas se observaron en los desplazamientos de los carbonos
CS5 y Cé6. Asi, C5 aparecio a o 42,4 para el isomero “a” y a 43,2 para el isomero “b”, y
C6 aparecié a & 178,6 para el isdbmero “a” y a 179,5 para el isdbmero “b”. Estas
diferencias pueden ser consecuencia de una configuracion diferente del C4. Como el C4
es un carbono quiral, los isdmeros “a” y “b” pueden ser diasteroisomeros, aunque seran

necesarios mas estudios para confirmar esta hipdtesis, asi como para determinar las

configuraciones absolutas de ambos isomeros.

Tabla 21. Datos de >C RMN para los isémeros del oledsido 11-metil éster

Oleosido 11-metil éster

Carbono
Isomero “a” Isomero “b”
1 95,8 95,9
2 155,2 155,1
3 109,7 109.9
4 31,8 32,0
5 42,4 43,2
6 178,6 179,5
7 129,4 129,5
8 125,6 125,5
9 13,8 13,8
10 170,3 170,4
11 52,8 52,8

(193]

Nota: El isomero “a” se aislo del agua de lavado en el proceso de preparacion de
aceitunas verdes estilo espafiol y el isomero “b” de una salmuera de aceitunas

Manzanilla no tratadas con NaOH
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Por ello, el diasteroisomero “b” encontrado en las salmueras de aceitunas
Manzanilla no tratadas con NaOH posee actividad antimicrobiana, mientras que el
diasteroisémero “a” aislado de las aguas de lavado en la preparacion de aceitunas verdes
al estilo espafiol no. No es extraio observar que la esteroespecificidad en las estructuras
quimicas determine la actividad antimicrobiana, como por ejemplo para las catequinas

del t¢ y el vino (Veluri y colbs., 2004).

Figura 53. Estructura quimica HOOC6 | 0COOE:IHg

del oledsido 11-metil éster.

OGlu

Resumiendo, los resultados de este trabajo muestran que un tratamiento de lejia
insuficiente en aceitunas con una solucién de NaOH de baja concentracion da lugar a
fermentaciones lacticas detenidas. Este fendmeno estd relacionado directamente con la
presencia de los compuestos antimicrobianos en las salmueras Hy-EDA, EDA y un
isémero oledsido 11-metil éster (Medina y colbs., 2008a). Por lo tanto, la informacion
obtenida en este estudio sera util para poder entender mejor el desarrollo de

fermentacion de las aceitunas verdes estilo espafiol.

4.2.4. Compuestos antimicrobianos en aceitunas no tratadas con alcali. Experiencia

industrial de conservacion de aceitunas negras

De los resultados aportados en este trabajo se deduce que las sustancias
antimicrobianas de las aceitunas de mesa se encuentran en las salmueras de Manzanilla
procesadas con un insuficiente tratamiento alcalino (Medina y colbs., 2008a). Sin
embargo, donde se han detectado de forma clara y en cantidades significativas es en las
salmueras de aceitunas no tratadas con NaOH (Medina y colbs., 2007b). Actualmente,
las aceitunas no tratadas con NaOH (negras naturales y verdes en salmuera para
ennegrecer) representan un mayor porcentaje de producto tanto a escala mundial como
nacional. En concreto, en Espafia, las aceitunas que se recogen con coloracion amarillo-

tonalidades rosdcea y se conservan sin tratamiento alcalino para su posterior
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procesamiento como negras oxidadas representan alrededor del 42 % de la produccion.
Son, ademas, aceitunas de las variedades Hojiblanca, Cacerefia y Manzanilla las que se

destinan a esta forma de elaboracion.

Tal como se describe en el apartado 3.11.4.1. de Materiales y Métodos, se llevo
a cabo el seguimiento del proceso de conservacion de aceitunas Hojiblanca a escala
industrial. Los microorganismos que mayoritariamente se desarrollan en las salmueras
de estas aceitunas son las levaduras (Brenes y colbs., 1996). Sin embargo, la industria
estd modificando el sistema de conservacion y esta reduciendo el nivel de sal (de Castro
y colbs., 2007), lo que ha originado la aparicién de bacterias lacticas, en especial

después del verano (aproximadamente 300 dias después de iniciar la conservacion).

Los analisis llevados a cabo en las salmueras o soluciones acidificadas de
aceitunas conservadas para ennegrecer tenian como objetivo explicar por qué la
aparicion de estas bacterias lacticas y por qué a partir de los meses abril-mayo

(alrededor de 150-180 dias desde su preparacion).

El anélisis de los compuestos fenolicos y oleosidicos indicd que el hidroxitirosol
fue el compuesto en el que se enriquecian en mayor medida estas soluciones de

conservacion de aceitunas (Figura 54), siendo también destacable el aumento de tirosol.

Un aumento estable de ambos compuestos fenodlicos se observo en todos los
liquidos de conservacion, aunque se detectd una cantidad ligeramente mas alta de
hidroxitirosol cuando se burbujed aire en las soluciones acidificadas sin sal. Estos
resultados estan en consonancia con los obtenidos anteriormente a nivel de planta piloto
(Brenes y colbs., 1993), aunque en el ultimo caso la cantidad de compuestos fenolicos
fue menor que las encontradas en los tanques industriales, lo cual puede ser atribuido a
la distinta proporcion de aceitunas/liquido entre los tanques de la planta industrial y la
piloto. De hecho, la concentracién del antioxidante hidroxitirosol puede alcanzar hasta
14 mM (2,2 g/L), que es un nivel muy alto para su posible recuperacion a partir de estas
soluciones, tal como se ha propuesto para las hojas de olivo (De Leonardis y colbs.,

2008), alpechin (Obied y colbs., 2005) y alpeorujo (Rodriguez y colbs., 2007).
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Figura 54. Evolucion de hidroxitirosol y tirosol en liquidos de conservacion de

aceitunas almacenadas en tanques industriales durante varios meses.
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Muy probablemente el hidroxitirosol se formo a partir de la hidrélisis de la
oleuropeina, principal compuesto fenolico en el fruto de las aceitunas (Amiot y colbs.,
1986; Romero y colbs., 2002b). De hecho, la concentracion de este glucosido se
encontrd en los liquidos de conservacion a un nivel muy bajo (<0,1 mM). Varios
investigadores han sugerido una posible degradaciéon microbiana de la oleuropeina por
parte de bacterias del 4cido lactico durante la fermentacion de la aceituna (Servilli y
colbs., 2006; Marsilio y colbs., 2005). Sin embargo, en nuestro caso no se detect6 acido
lactico en los liquidos de conservacion hasta los 5 meses de su estancia en salmuera. Por
consiguiente, la mejor explicacion para el enriquecimiento en hidroxitirosol de estas
soluciones es la hidrolisis 4cida de este glucdsido, teniendo en cuenta el alto nivel de

acido acético anadido al principio de la etapa de conservacion.

Por otra parte, es la primera vez que se han estudiado los glucdsidos fendlicos
tales como el salidrosido, hidroxitirosol 1-glucosido e hidroxitirosol 4-glucosido en

liquidos de conservaciéon de aceitunas negras (Medina y colbs., 2008b). Estos se
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acumularon en estas soluciones desde los primeros meses de conservacion (Figura 55) y
su concentraciéon comienza a disminuir al principio de la estacion de verano. También,
el nivel de estos glucdsidos fenodlicos fue menor cuando el sistema empleado fue sin sal
y aerdbico. Ninguna de las sustancias anteriores mostraron actividad antimicrobiana, y
puede pensarse en la hidrdlisis acida de sus enlaces glucosidicos debido al incremento

de temperatura en el verano, como causa de su disminucion.

Figura 55. Evolucién de hidroxitirosol 1-glucdsido, salidrosido e hidroxitirosol 4-
glucésido en liquidos de conservacion de aceitunas almacenadas en tanques industriales

durante varios meses.
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En lo que concierne a los compuestos oledsidicos, oledsido 11-metil éster y
secoxyloganin, también se encontraron a altas concentraciones en los liquidos de
conservacion (Figura 56). Por el contrario, el nivel de secologanodsido y oledsido se
mantuvo siempre debajo de 0,2 mM. Hay que destacar que las concentraciones para
secoxyloganin y ole6sido 11-metil éster fueron mas altas en las salmueras mantenidas
en condiciones aerdbicas respecto a los demads tipos de conservacion estudiados. No se
tiene explicacion para este fendmeno, aunque podria estar relacionado con la diferente

microbiota presente en los diferentes medios.

El oledsido 11-metil éster puede ser una fuente de carbono para las bacterias del
acido lactico (Brenes y colbs., 1998), aunque permanece confuso si la disminucion de
los compuestos oleosidicos durante el verano es debido a una hidrélisis quimica del
enlace glucosidico o al consumo microbiano de estos. Por otra parte, la concentracion
maxima de oledsido 11-metil éster en las soluciones es de 1 mM, que es inferior a la
encontrado en las aguas de lavado y en las salmueras de aceitunas verdes estilo espafiol
(Brenes y colbs., 1995; Brenes y colbs., 2004), aunque mucho mas alta que la
encontrada en las salmueras de aceitunas italianas no tratadas con NaOH (Marsilio y

colbs., 2005).

Se ha indicado anteriormente que tanto Hy-EDA como EDA son sustancias con
un alto poder antibacteriano siendo efectivas a concentraciones tan bajas como 0,25-
0,50 mM. De hecho, en los primeros meses de la conservacion de aceitunas se
encontraron concentraciones de estas sustancias mucho mayores (Figura 57), pudiendo
explicar la ausencia de fermentacion lactica durante este periodo (De Castro y colbs.,

2007).

Sin embargo, los lactobacilos pueden crecer en estas soluciones durante el
verano y no hay ninguna explicacion de ello hasta ahora. La explicacion la encontramos
en la Figura 57. La concentracion de ambos antimicrobianos, tanto Hy-EDA como
EDA, disminuy6 después de varios meses de conservacion y probablemente permitio el
crecimiento de las bacterias lacticas. Debe tenerse en cuenta que la concentracion de
EDA y Hy-EDA al principio de la conservacion era superior a 0,5 mM. Para confirmar

este punto, la presencia de 4cido lactico, empleado como indice de crecimiento de
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bacterias lacticas, y la concentracion de antimicrobianos en todos los tanques

industriales fueron analizados después de 7 meses de conservacion (Figura 58).

Los tanques con ausencia de 4cido lactico tenian concentraciones mayores de
compuestos antimicrobianos que aquellos en donde habia acido lactico. Hay que decir
que la mayoria de los tanques mostraban acido lactico en los liquidos de conservacion
después del verano. Es decir, el nivel de antimicrobianos disminuy6 durante el verano y

esto permiti6 el crecimiento de bacterias lacticas (Medina y colbs., 2008b).

Figura 56. Evolucion de oledsido 11-metil éster y secoxyloganin en liquidos de

conservacion de aceitunas almacenadas en tanques industriales durante varios meses.
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Figura 57. Evolucion de la forma dialdehidica decarboximetilada de acido elendlico
libre (EDA) o unido a hidroxitirosol (Hy-EDA) en liquidos de conservacion de

aceitunas almacenadas en tanques industriales durante varios meses.
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No obstante, la pregunta de por qué la concentraciéon de antimicrobianos
disminuye en los liquidos de conservacion permanece sin resolver. En busca de una
respuesta, tres muestras de aceitunas y sus liquidos de conservacion retirados de las
industrias a los 7 meses, se incubaron a 32 °C durante varios meses y periodicamente se
analizo su contenido en compuestos antimicrobianos. Los compuestos oledsido 11-metil
éster, EDA y en particular Hy-EDA disminuyeron sus concentraciones con el tiempo de
incubacién (figura 59). Esta reduccion se dio también en las soluciones filtradas por
0,22 um y 3000 daltons de tamafio de poro, lo que significa que debe excluirse una
posible degradacién microbiana y enzimdtica. De ahi que la hidrolisis acida sea la

explicacidon mas convincente.
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Figura 58. Relacion entre los contenidos de compuestos antimicrobianos y de acido
lactico en liquidos de conservaciéon de aceitunas analizados a los 7 meses de
conservacion. Las muestras fueron obtenidas de 24 tanques industriales. Las barras de

error indican la desviacion estandar de 12 muestras.
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Se realizod un nuevo experimento con Hy-EDA aislado mediante CLAE que fue
incubado a 32 °C en una salmuera acidificada. Como cabria esperar, el Hy-EDA se
hidrolizé y los productos de su hidrolisis fueron hidroxitirosol y EDA (Figura 60).
Mientras que la concentracion de hidroxitirosol alcanzé casi la misma que Hy-EDA al
principio de la incubacidn, la cantidad de EDA aument6 pero permanecio casi constante

debido a su degradacion.

Por tanto, los resultados de estos estudios indican que la presencia de una
concentracion elevada de antimicrobianos durante los primeros meses de procesamiento
impide el desarrollo de bacterias lacticas. Sin embargo, la hidrdlisis acida de estas
sustancias permite posteriormente su desarrollo, en particular cuando la concentracion

de sal es baja y se incrementa la temperatura.
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Figura 59. Cambios en la concentracion de compuestos antimicrobianos en liquidos de

conservacion de aceitunas incubadas a 32 °C durante varios meses. Las aceitunas y los

liquidos de conservacion fueron obtenidos de 3 tanques industriales a los 7 meses de

conservacion. Las barras indican la desviacion estandar de triplicados.
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Figura 60. Cambios en la concentracion de la forma dialdehidica decarboximetilada de
acido elendlico libre (EDA) o unido a hidroxitirosol (Hy-EDA), y de hidroxitirosol
durante la incubacién a 32 °C de Hy-EDA aislado por CLAE preparativa. Las barras

indican la desviacion estandar de triplicados.
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Brevemente, tuvo lugar una hidrdlisis &cida tanto de Hy-EDA como de EDA
pudiendo explicar la pérdida de estos compuestos antimicrobianos en los liquidos de

conservacion durante el verano (Medina y colbs., 2008b).

4.2.5. Antimicrobianos en diferentes variedades de aceitunas de mesa: analisis y

formacion

4.2.5.1. Antimicrobianos en salmueras asépticas de diferentes variedades

Se ha demostrado en los apartados anteriores cudles son los principales
compuestos antimicrobianos en salmueras de aceitunas Manzanilla. Sin embargo,
existen muchas otras variedades de aceitunas destinadas a aceitunas de mesa, tanto en
Espafna como a escala mundial. Ademas, existen datos contradictorios en la literatura
cientifica sobre el desarrollo de bacterias lacticas en salmueras de estas otras variedades.
Por ello, se disenid una serie de experiencias con salmueras asépticas preparadas con las
variedades de aceitunas mads utilizadas para mesa, tal como se indica en el apartado
3.11.5.1. Se inocularon con L. pentosus las salmueras almacenadas durante 2 meses y se

analizo su composicion fenodlica y oleosidica. A partir de los resultados de crecimiento
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de L. pentosus, se clasificaron las variedades en 3 grupos (Tabla 22): aquellas donde
hubo crecimiento del indculo (Grupo A), otras en las que no hubo crecimiento pero si
una supervivencia variable del indculo (Grupo B) y, por tltimo, las variedades en cuyas

salmueras no se detectd supervivencia (Medina y colbs., 2008c).

Tabla 22. Concentracion de compuestos fendlicos y oleosidicos (mM) en salmueras de
aceitunas de diferentes variedades preparadas en condiciones asépticas y almacenadas

durante 2 meses.

Variedad de aceituna

Grupo A? Grupo B Grupo C

Ascolana, Domat
Alorefa, Arbequina Hojiblanca, Leccino

Morona, Conservolea Koroneiki, Verdial Cacerena, Kalamata

Compuesto Gordal, Picual Picholine Galega, Manzanilla
Hidroxitirosol 3,01y° 4,68z 5,11z
Hyl1Glu 1,11y 2,18y 4,52z
Hy4Glu 1,01y 2,70z 1,82z
Salidrosido 0,22y 0,29y 1,21z
Tirosol 0,30y 0,41y 0,73z
Oleuropeina 0,80y 0,86y 2,43z
Oleosido 0,11y 0,12y 0,28z
Secoxyloganin 1,22y 1,47y 1,52x
Secologanésido 0,60y 0,79y 1,07x
Olel IME 1,40y 1,78y 1,51x
EDA 0,01y 0,69z 0,90z
Hy-EDA 0,04y 0,52z 0,61z
EDA + Hy-EDA 0,05y 1,21z 1,51z

“El recuento de células cultivables (log UFC/mL) en salmueras después de 48 h de la
inoculacién con Lactobacillus pentosus (indculo inicial 6,2 log UFC/mL) fue >6,5, 1-
6,5 y <1 para las variedades de aceitunas del grupo A, B y C, respectivamente. *Valores
seguidos de la misma letra no fueron significativamente diferentes segun el test de

Duncan (p<0,05). Se analizaron por duplicado cada variedad de aceituna.
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La concentracion de sal y los niveles de acido acético fueron muy similares en
todas las salmueras y se han encontrado grandes diferencias entre las variedades de
aceitunas en relacion con el crecimiento de L. pentosus. De nuevo, hay que decir que la
inhibicion de las bacterias lacticas en salmuera de aceitunas ha sido asociado con la
presencia de compuestos fenolicos, en particular oleuropeina e hidroxitirosol (Fleming y
colbs., 1973; Ruiz-Barba y colbs., 1993), aunque recientemente se ha comprobado la
baja actividad antimicrobiana de estos compuestos (Landete y colbs., 2008), y la fuerte

actividad producida por el Hy-EDA y EDA (Medina y colbs., 2007b).

Como puede verse en la Tabla 22, el hidroxitirosol, sus glucosidos, tirosol,
salidrdsido, oleuropeina y Hy-EDA son los principales compuestos fenolicos detectados
en las salmueras asépticas almacenadas durante 2 meses, y oledsido, oledsido 11-metil
éster, secoxyloganin y secologandsido son los principales compuestos oleosidicos. Se
conoce que la difusion de estos compuestos desde el fruto a la salmuera es lenta (Brenes
y colbs., 1993; Panagou y colbs., 2003); sin embargo, después de dos meses de
permanencia de los frutos en salmuera difunde una cantidad significativa de estos
compuestos. Las salmueras de las aceitunas del grupo C son las que tienen mayor
contenido en estas sustancias, seguidas de las aceitunas del grupo B y A, lo que
significa que existe una relacion directa entre el contenido total de compuestos fenolicos
y el crecimiento de lactobacilos. Cuanto mayor es el contenido en estos compuestos,
menor es el crecimiento observado de los microorganismos. Sin embargo, esto no es
una razon suficiente para explicar el desarrollo o la inhibicion de los lactobacilos, ya
que la actividad anti-bacterias lacticas del hidroxitirosol, sus glucosidos, oleuropeina y
oledsidos, excepto el oledsido 11-metil éster, se ha demostrado que es mucho menor
que la encontrada para el Hy-EDA y EDA (Medina y colbs., 2007b). Ademas, la
concentracion de los tltimos compuestos fue también mayor en las salmueras del grupo
C, seguido del grupo B y A, lo que probablemente explica mejor la actividad anti-
bacterias lacticas de las salmueras de aceitunas. Por otra parte, se encontrd una cantidad
suficiente de azucares en las salmueras, no siendo un factor limitante para el
crecimiento de los lactobacilos (Tabla 23). De hecho, las variedades del Grupo C

contienen mas azucares que las demas.
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Tabla 23. Concentracion de azucares (mM) en salmueras asépticas de diferentes

variedades de aceitunas almacenadas durante 2 meses.

Variedad de aceituna

Grupo A" Grupo B Grupo C

Ascolana, Domat
Alorena, Arbequina Hojiblanca, Leccino

Morona, Conservolea  Koroneiki, Verdial Cacerena, Kalamata

Compuesto Gordal, Picual Picholine Galega, Manzanilla
Glucosa 4,4y 544y 96,9z
Fructosa 8,7y 5,5y 19,5z
Manitol 28,2y 17,1y 42,7z

“El recuento de células cultivables (log UFC/mL) en salmueras despues de 48 h de la
inoculacidon con Lactobacillus pentosus (inoculo inicial 6,2 log UFC/mL) fue >6,5, 1-
6,5 y <1 para las variedades de aceitunas del grupo A, B y C, respectivamente. "Valores
seguidos de la misma letra no fueron significativamente diferentes segliin el test de

Duncan (p<0,05). Se analizaron dos muestras de cada variedad de aceituna.

En concreto, las salmueras de las variedades de aceitunas que mostraron una
potente actividad bactericida frente a la cepa de L. pentosus fueron Cacerefia, Kalamata,
Manzanilla y Galega, y esto se puede atribuir a su alto contenido en Hy-EDA y EDA.
Se ha descrito precisamente la inhibicion del crecimiento de lactobacilos en salmuera de
aceitunas Manzanilla (Rodriguez-Borbolla y colbs., 1971; Medina y colbs., 2007b),
Galega (Olveira y colbs., 2004) y Kalamata (Sabatini y colbs., 2008), lo que puede
apoyar los resultados encontrados en este estudio. De la misma manera, L. pentosus
crecio bien en salmueras de las variedades de Ascolana, Domat, Alorefia, Arbequina,
Morona, Conservodlea, Gordal y Picual, todas ellas con un contenido muy bajo en Hy-
EDA y EDA. Estos resultados estdn en consonancia con los obtenidos por varios
investigadores que no encontraron inhibicion del crecimiento de lactobacilos en
salmueras de Conservolea (Panagou y colbs., 2003), Ascolana (Marsilio y colbs., 2006;
Durén y colbs., 1991) y Alorena (Garcia y colbs., 1992). Sin embargo, se ha observado
inhibicion del crecimiento de lactobacilos en salmueras de la variedad Arbequina (de la

Torre y colbs., 1993; Oliveira y colbs., 2004), aunque ello podria atribuirse al bajo
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contenido en azlicares y nutrientes en estas salmueras debido al elevado numero de

lavados empleados durante la preparacion de estas aceitunas.

Asimismo, se han encontrado variedades (grupo B) que muestran diferentes
comportamientos para las dos muestras estudiadas, los cuales procedian de diferentes
localizaciones. Una de las muestras de las salmueras de las variedades Hojiblanca,
Picholine y Leccino permitieron el crecimiento de L. pentosus y las otras muestras
impidieron el desarrollo, disminuyendo el niimero inicial de células incluso por debajo

del limite de deteccion (Tabla 24).

Tabla 24. Concentracion de compuestos antimicrobianos (mM) en salmueras asépticas
de las variedades Hojiblanca, Picholine y Leccino almacenadas durante 2 meses, y

recuento de células cultivables a las 48 h de la inoculacion con Lactobacillus pentosus.

Muestra log UFC/mL Hy-EDA EDA Hidroxitirosol
Oleuropeina

Hojiblanca 1 >6,5 0,04 0,07 5,91 0,36
Hojiblanca 2 2,60 0,84 0,94 5,92 3,79
Picholine 1 >6,5 0,01 0,13 3,12 0,17
Picholine 2 <1,0 2,09 1,08 4,86 1,83
Leccino 1 >6,5 0,09 0,20 6,72 0,02
Leccino 2 <1,0 0,20 0,35 4,80 0,05

Los resultados mostrados en la Tabla 24 son muy esclarecedores puesto que
permiten descartar al hidroxitirosol como responsable del efecto antimicrobiano y
apoyan, nuevamente, la actividad bactericida de Hy-EDA y EDA. Las salmueras con
actividad antimicrobiana de las variedades Hojiblanca y Picholine contenian una alta
concentracion en oleuropeina e hidroxitirosol, y lo contrario se observo para las
muestras de la variedad Leccino. Lo mas interesante es que todas las salmueras con un
alto contenido en Hy-EDA y EDA mostraron actividad anti-bacterias lacticas,
independientemente de la variedad (Medina y colbs.,, 2008c). Estos resultados
confirman de nuevo que Hy-EDA y EDA estan implicados en el crecimiento de L.

pentosus en las salmueras de aceitunas.
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Servilli y colbs. (2006), observaron que tenia lugar crecimiento de L. pentosus
en salmueras de aceitunas de la variedad Leccino maduras, con color negro. La
maduracion de los frutos es un punto importante a tener en cuenta porque los frutos
disminuyen su concentracion de polifenoles con la madurez (Amiot y colbs., 1986), y el
contenido de los compuestos antimicrobianos en salmueras se puede ver afectado por la
maduracion de las aceitunas. De hecho, frutos de la variedad Manzanilla con color
negro se procesaron de la misma manera que los de color verde-amarillento, y las
bacterias lacticas crecieron en las salmueras asépticas inoculadas. Ademas, la

concentracion de Hy-EDA y EDA en estas salmueras fue baja.

Por tanto, son muchas las variables que pueden afectar al crecimiento de los
lactobacilos en las salmueras de aceitunas, y entre ellas también es de destacar la
concentracion de sal. Aceitunas Hojiblanca fermentaron lacticamente a baja
concentracion de sal (<5 %) y no se desarrollaron bacterias lacticas con niveles por
encima del 5-6 % (Rodriguez-Borbolla y colbs., 1971; Duran y colbs., 1994a). Sin
embargo, la presencia de compuestos antimicrobianos (Hy-EDA y EDA) en estas
salmueras es también muy determinante y esta influenciado por la variedad de aceitunas

y su estado de maduracion.

4.2.5.2. Formacién de compuestos antimicrobianos

La siguiente cuestion que se planted fue si los compuestos Hy-EDA y EDA
estan presentes en los frutos frescos o se forman durante la permanencia en salmuera. El
analisis de los compuestos fendlicos en la pulpa de seis variedades de aceitunas reveld
la presencia de hidroxitirosol, hidroxitirosol 4-glucosido, oleuropeina, tirosol,
salidrdsido y otros componentes menores; sin embargo, no se detectdé Hy-EDA ni EDA.
(Tabla 25) Parece que estos antimicrobianos deben ser generados durante la
conservacion de las aceitunas en salmuera. Sin embargo, varios investigadores han
encontrado Hy-EDA en la pulpa de aceitunas (Ryan y colbs., 2003; Savarese y colbs.,
2007), aunque se podria explicar debido a las diferencias de variedad de aceitunas
estudiadas o su formacion durante las técnicas de extraccion empleadas. De hecho, la
pulpa fresca de estas seis variedades (Picual, Alorefia, Gordal, Cacerefia, Kalamata y
Manzanilla) se mezclaron con agua destilada en un agitador magnético durante 5

minutos, y posteriormente se detectd gran cantidad de Hy-EDA en el jugo de la aceituna
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(Figura 61), en particular en las variedades Cacerefa, Kalamata y Manzanilla. Por el
contrario, se encontro poca cantidad de este antimicrobiano en los jugos de los frutos
pasterizados, lo que apunta a una reaccién enzimatica, probablemente catalizada por la

enzima f-glucosidasa.

Tabla 25. Compuestos fendlicos (mmol/kg) en la pulpa de distintos variedades de

aceitunas.
Hidroxitirosol

Variedad  Hidroxitirosol ~ 4-glucosido Oleuropeina Tirosol  Salidrosido
Picual 5,7 (1,0)* 1,6 (0,2) 2,8 (0,2) nd’ nd
Alorefia 1,5 (0,2) 2,3(0,2) 2,7 (0,1) nd nd
Gordal 3,7 (0,6) 2,7 (0,5) 1,2 (0,3) nd nd
Cacereila 8,2 (0,2) 4,6 (0,2) 5704) 24(0,1) 0,3(0,1)
Kalamata 3,9 (0,8) 2,7(0,2) 279@3,8) 03(0,1) 0,2(0,1)
Manzanilla 12,1 (1,0) 7,5 (0,1) 15,7(0,9)  2,2(0,2) nd

Nota: Verbascosido, luteolina 7-glucdsido, rutina, comselogoésido y éster de acido
cafeico unido a secologanodsido se detectaron en concentraciones menores de 2 mmol/kg

*Desviacion estandar. °No detectado.

Figura 61. Formacion de Hy-EDA en la pasta de diferentes variedades de aceitunas
mediante su agitacion a temperatura ambiente por 5 minutos. Efecto de la pasterizacion

sobre la formacion de Hy-EDA y concentracion de oleuropeina en el jugo de aceitunas.

O i O
25 I ‘ Oleuropeina HyEDA

Concentracién (mM)
[
(8]

173



Resultados y discusién

La mayoria de los investigadores asumen que el Hy-EDA y las agluconas
secoiridoides se forman durante la etapa de molienda en el proceso de obtencion del
aceite de oliva, como consecuencia de la accion de la f-glucosidasa sobre el enlace
glucosidico de la oleuropeina y ligustrésido (Figura 62). Montedoro y colbs. (2002),
también encontraron menor cantidad de Hy-EDA en la pasta de aceitunas escaldadas
que en los frutos no calentados, lo que se atribuyo a la inactivacion de la actividad f-
glucosidasa. Ademas Garcia y colbs. (2005), han propuesto calentar las aceitunas antes
de la molienda para reducir la concentracion de las agluconas secoiridoides amargas en

el aceite de oliva.

Figura 62. Mecanismo de formacion de Hy-EDA a partir de oleuropeina. R’

hidroxitirosol.
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Asimismo, la concentraciéon de Hy-EDA fue mucho menor en la pasta de las
aceitunas no calentadas de las variedades Gordal, Alorefia y Picual que en las de las
variedades Cacerefa, Kalamata y Manzanilla, lo cual correlaciona con los niveles de
este compuesto en sus salmueras a los dos meses de almacenamiento (Tabla 22). Todos
estos resultados demuestran que el Hy-EDA se forma durante la permanencia de las
aceitunas en salmuera como consecuencia de la hidrdlisis enzimatica de la oleuropeina
llevado a cabo por la f-glucosidasa (Medina y colbs., 2008c). Mazzuca y colbs. (2006),
han propuesto que la hidrolisis glucosidica de la oleuropeina no ocurre cuando los frutos

tienen una coloracion verde en el arbol, ya que no estan en contacto la enzima y el
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sustrato. Por el contrario, cuando los frutos van madurando en el arbol se permite la
reaccion por el dafio causado en las estructuras celulares, y se ponen en contacto la /-
glucosidasa con la oleuropeina, a pesar de que la concentracion de enzima sea baja en
estos frutos (Briante y colbs., 2002). En el caso de la colocacién en salmuera de las
aceitunas, es razonable pensar que se produce una degradacion de las estructuras
celulares, con lo que la enzima y la oleuropeina deben entrar en contacto y, aunque el
Hy-EDA no se detecta en los frutos frescos (Tabla 25), si se encuentran cantidades

significativas en las salmueras asépticas (Tabla 22).

Estos resultados obtenidos con pulpa fresca triturada se confirmaron con
aceitunas enteras aderezadas bajo condiciones asépticas. Se pusieron aceitunas
Manzanilla pasterizadas y no pasterizadas en salmueras acidificadas bajo condiciones
asépticas durante 6 meses, y se encontr6é que la concentracion de oleuropeina fue mucho
mayor tanto en los frutos como en las salmueras de las aceitunas pasterizadas que en las
no pasterizadas. Sin embargo, no se detecto ni Hy-EDA ni EDA en las aceitunas
frescas, independientemente del tratamiento con calor (Tabla 26), lo que confirma la
ausencia de estas sustancias en los tejidos de los frutos frescos. Por el contrario, si se
detecté Hy-EDA en la pulpa de las aceitunas no pasterizadas después de varios meses
en salmuera, y tanto Hy-EDA como EDA fueron detectados en las salmueras de estas
aceitunas no pasterizadas. E1 EDA probablemente se formé por la hidrolisis del Hy-

EDA, tal como ha sido demostrado anteriormente (Medina y colbs., 2008 b).

Desde los afios 70 se sabe que la pasterizacion de las aceitunas frescas
Manzanilla permite el crecimiento posterior de los lactobacilos en las salmueras, aunque
nunca se ha dado ninguna explicacion para este fenomeno (Rodriguez-Borbolla y colbs.,
1971; Fleming y colbs., 1973). En la Figura 62 se puede ver que cuando se inocularon
con L. pentosus salmueras de aceitunas frescas pasterizadas, el microorganismo crecid
abundantemente, lo cual no sucedid en las salmueras de las aceitunas que no se
pasterizaron. A pesar de que las salmueras de las aceitunas pasterizadas tenian mucha
mas cantidad de oleuropeina que las no pasterizadas (Tabla 27), no se detectaron los
compuestos antimicrobianos Hy-EDA ni EDA (Medina y colbs., 2008c) y no hubo

problemas para el crecimiento de los lactobacilos.
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Tabla 26. Compuestos fenolicos y oleosidicos (mmol/kg) en pulpa de aceitunas
Manzanilla. Los frutos se pusieron directamente en una salmuera acidificada o fueron

pasterizados a 80°C antes de colocarlos en salmuera.

Aceitunas asépticas a los

Fruto fresco 6 meses en salmuera
Compuesto No pasterizado  Pasterizado No pasterizado  Pasterizado
Hidroxitirosol 6,2 (0,5)" 1,3 (0,3) 7,1 (1,7) 1,9 (0,2)
Hy4Glu 7,5 (0,8) 8,8 (0,5) 6,1 (1,5) 7,7 (0,8)
Oleuropeina 11,0 (1,3) 41,4 (0,6) 9,0 (2,3) 33,8 (1,9)
Hy-EDA nd" nd 1,4 (0,5) nd
Secoxyloganin 1,9 (0,5) 2,7(0,1) 1,1(0,3) 2,2(0,7)

*Desviacion estandar. °No detectado.

Figura 62. Efecto de la pasterizacion sobre el crecimiento de L. pentosus en salmueras

de aceitunas Manzanilla. El recuento de células cultivables fue a las 48 h de la

inoculacion.
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Tabla 27. Compuestos fenolicos y oleosidicos (mM) en salmueras asépticas de

aceitunas Manzanilla almacenadas durante 6 meses. Los frutos se pusieron directamente

en una salmuera acidificada o fueron pasterizados a 80 °C antes de ponerse en salmuera.

Tiempo en salmuera

1 mes 3 meses 6 meses

Compuesto ANP? AP ANP AP ANP AP

Hidroxitirosol 5,4 (0,1)° 0,6 (0,1)  7,8(0,2) 1,0(0,1) 94(0,4) 1,5(0,1)
Hy4Glu 53(0,5) 54(02) 6,8(0,9 59(04) 62(0,7) 7.0(0,5)
Oleuropeina 4,4 (0,1) 23,0(0,7)  6,3(0,5) 31,9(2,5)  7,3(0,2) 32,1(0,3)
Hy-EDA 2,5(0,1) nd®  2,1(0,1) nd  1,3(0,1) nd
EDA 1,0 (0,1) nd  1,0(0,1) nd  1,1(0,1) nd
Oleésido 0,6 (0,1) 12(0,1) 0,7(0,1) 1,5(0,1) 0,7(0,1) 1,4(0,1)
Secoxyloganin ~ 2,3(0,1) 4,7(0,5) 2,7(0,1) 5,7(0,1) 2,6 (0,1) 5,7(0,3)
Secologandsido 2,1 (0,1) 3,5(0,5) 2,2(0,1) 4,2(0,1) 2,3(0,1) 4,0(0,1)
Olel1ME 22(0,1) 44(0,2) 25(0,1) 53(0,7)  23(0,2) 5,0(0,4)

Nota: Tirosol, verbascosido,

comselogdsido, luteolina 7-glucdsido, rutina, y éster de

acido cafeico unido a secologanosido se detectaron a concentraciones por debajo de 1

mM. “ANP, aceitunas no pasterizadas; AP, aceitunas pasterizadas. ®Desviacién estandar.

“No detectado.

Queda, por tanto, demostrado que son estas sustancias Hy-EDA y EDA los

inhibidores de la fermentacion lactica de aceitunas no tratadas con NaOH y que éstos se

forman durante la estancia en salmuera de las aceitunas, Hy-EDA a partir de la

hidrolisis enzimatica por B-glucosidasa de la oleuropeina y EDA de la hidrélisis acido

de Hy-EDA (Medina y colbs.,

2008c).
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4.3. Compuestos antimicrobianos de la aceituna de mesa y otros desinfectantes

comerciales

En los experimentos realizados en este apartado, los diferentes compuestos
antimicrobianos fueron puestos en contacto con los microorganismos diana durante 5
minutos sin la presencia de medio de cultivo, siendo disueltos en tampon PBS. Este
método experimental estd basado en el recomendado para evaluar biocidas y
surfactantes (European Estdndar EN-1276, 1997; Simdes y colbs., 2006), y la actividad

bactericida de aceites esenciales de plantas (Friedman y colbs., 2002).

Tal como se ha comentado en varias ocasiones, la actividad antimicrobiana de
aceitunas, aceite de oliva, hojas de olivo y alpechin tradicionalmente se ha asociado a
compuestos polifendlicos, bien oleuropeina, hidroxitirosol, tirosol, catecol y otros. Sin
embargo, a lo largo de este trabajo se ha demostrado que las sustancias con mayor
actividad bactericida en aceite de oliva y aceitunas de mesa son Hy-EDA, Ty-EDA y
EDA. Las dos primeras tienen un componente fendlico (hidroxitirosol y tirosol) en su
estructura; sin embargo, EDA no posee fenol. (Figura 63). Por otra parte, todas tienen
una estructura dialdehidica, similar a la de los desinfectantes comerciales glutaraldehido
y ortoftalaldehido. Por consiguiente, uno de los objetivos de las siguientes experiencias
fue comparar la actividad bactericida de todas estas sustancias con semejanzas en sus
estructuras. Asimismo, se ha evaluado también la actividad bactericida de otras
sustancias polifendlicas a las cuales se les ha atribuido en la literatura cientifica de
alimentos una elevada actividad antimicrobiana. Es decir, hemos descubierto una serie
de compuestos con actividad bactericida en alimentos procedentes de la aceituna y
queremos conocer como de interesante es dicha actividad con respecto a otros
compuestos antimicrobianos presentes en alimentos como el vino, té café, aceites

esenciales, etc.

Para ello, se estudid el efecto de distintas sustancias puras sobre diferentes
bacterias. Los resultados indicaron que las cepas de S. aureus, P. fluorescens, E. coli y
E. faecalis sobrevivieron después de 5 minutos de contacto con hidroxitirosol, tirosol y
oleuropeina (Tabla 28). Estas sustancias se probaron en un rango de concentraciones de
0,5 a 20 mM, y no fueron efectivos frente a las bacterias diana (2 Gram-positivos y 2

Gram-negativos) aun en el nivel mas alto (20 mM), que son concentraciones mucho
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mas elevadas que las encontradas en los productos derivados de aceitunas (aceite de

oliva y aceitunas de mesa) (Medina y colbs., 2008d).

Figura 63. Estructura de las sustancias dialdehidicas ensayadas en este estudio. A,
glutaraldehido (GTA); B, ortoftalaldehido (OPA); C, forma dialdehidica
decarboximetilada de acido elendlico (EDA); D, forma dialdehidica decarboximetilada
de 4cido elendlico unida a hidroxitirosol (Hy-EDA); E, forma dialdehidica

decarboximetilada de acido elendlico unido a tirosol (Ty-EDA).
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presentaron ninguna actividad bactericida en un rango de concentraciones de 0,5-5 mM.
El limite superior (5 mM) fue elegido por ser varias veces mas alto que el encontrado
para estas sustancias en alimentos. Ninguna de las soluciones control (PBS y PBS con
etanol al 4 %) ejercieron actividad bactericida. EL compuesto nonenal, por problemas
de solubilidad en PBS, fue disuelto primeramente en DMSO y posteriormente diluido
1:10 en PBS. Ni la solucion control, ni las soluciones de nonenal, incluso en su
concentracion mas alta (4 mM) mostraron actividad antimicrobiana. El limite superior

es mucho mas elevado que la concentracion indicada para esta sustancia en el flavor del

aceite de oliva y la aceituna. (Bisignano y colbs., 2001).
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Tabla 28. Concentracion maxima a la cual varios compuestos puros no mostraron

actividad bactericida frente a S. aureus, P. fluorescens, E. coliy E. faecalis.

Compuesto Concentracion (mM)*
Hidroxitirosol >20
Tirosol >20
Oleuropeina >20
Catequina >5
Epicatequina >5
Timol >5
Eugenol >5
Carvacrol >5
Nonenal >4
Acido carnésico >4

“El in6culo inicial oscilé de 5 x 10° y 1 x 10° UFC/mL.

Por otra parte, el acido carnosico no fue efectivo a la concentracion méxima de 4
mM, aunque se observo una reduccion en el nimero de células, lo que quiere decir que

la CMB se encuentra cercana a este valor de concentracion.

Por otra parte, en la Tabla 29 se recogen las CMBs, para los compuestos con
estructura dialdehidica frente a dos bacterias Gram-positivas y dos Gram-negativas. Los
resultados mostraron una mayor actividad bactericida que las sustancias recogidas en la
Tabla 28. Las células de todas las cepas murieron después de 5 minutos de contacto a
concentraciones mayores de 1,25 mM. Ademas, se observaron diferencias entre las
CMBs de dichas sustancias. GTA y EDA tuvieron un valor mas alto que OPA, Hy-EDA
y Ty-EDA. Estos resultados revelan que la estructura quimica influye en la bioactividad
(Figura 63), aquellos con la estructura dialdehidica y aromatica (OPA, Hy-EDA y Ty-
EDA) tuvieron una mayor actividad bactericida que aquellos que sélo poseen estructura

dialdehidica (GTA y EDA) (Medina y colbs., 2008d).
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Tabla 29. CMBs de compuestos con estructura dialdehidica frente a diversas bacterias

CMB (mM)*
Compuesto
S. aureus E. faecalis E. coli P. fluorescens

GTA 1,00 1,25 0,75 0,50
OPA 0,10 0,15 0,15 0,15
EDA 1,25 1,25 0,75 1,00
Hy-EDA 0,15 0,15 0,75 0,75
Ty-EDA 0,08 0,08 0,50 0,60

“El indculo inicial oscild entre 6 x 10° y 1 x 10° UFC/mL.

Asimismo, la simulacion de condiciones sucias con la adicion de BSA en la
suspension bacteriana afect6 a la eficacia bactericida de estos compuestos (Tabla 30).
Las CMBs para el GTA, Hy-EDA, Ty-EDA y OPA se multiplicaron por 2, 3, 4 y 10
veces cuando se emplearon condiciones sucias (3 g/ BSA) en vez de condiciones

limpias (0,3 g/l BSA), respectivamente.

Ademas, se observo un efecto dependiente del tiempo para la actividad del OPA
a una concentracion de 0,05 mM y del Hy-EDA a una concentracion de 0,075 y 0,09
mM (Figura 64). A medida que el tiempo de contacto aumentaba (de 0 a 15 minutos), la

supervivencia de S. aureus decreci6 hasta no poder detectar células viables.

Tabla 30. Efecto de la concentracion de albumina (BSA) sobre la actividad

antimicrobiana frente a S. aureus de compuestos con estructura dialdehidica.

CMB (mM)*
Compuesto
0.3 g/L BSA 3 g/L BSA
GTA 0.8 1.5
OPA 0.2 2.0
Hy-EDA 0.3 1.0
Ty-EDA 0.2 1.0

“El indculo inicial oscild entre 7 x 10° y 9 x 10° UFC/mL.
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Figura 64. Efecto de OPA y Hy-EDA en el numero de células viables de S. aureus.

Las barras indican la desviacion estandar.

——Control OPA 0,05 % -e—HyEDA 0,075 % —+ HyEDA 0,09 %

Log UFC/ml

2 T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (min)

De todos estos resultados se puede sacar la siguiente conclusion: ninguno de los
compuestos fenolicos de aceitunas tales como oleuropeina, hidroxitirosol y tirosol
mostraron actividad bactericida incluso a concentraciones de 20 mM, lo cual confirma
los resultados obtenidos con otros microorganismos en apartados anteriores de este
trabajo. De hecho, Bisignano y colbs. (1999) encontraron que tanto la oleuropeina como
el hidroxitirosol fueron inhibidores frente a diferentes especies de patogenos del tracto
intestinal y respiratorio, mientras que Fleming y colbs (1973) atribuyeron la inhibicion
del crecimiento de bacterias lacticas al 4acido elendlico y la aglucona de la oleuropeina.
Kubo y colbs., (1985) confirmaron que la oleuropeina inhibia el crecimiento de Bacillus
subtilis, aunque solo en presencia de B-glucosidasa. Es interesante destacar que Tassou
y Nychas (1995) encontraron que la oleuropeina inhibia el crecimiento de Salmonella
Enteritidis en caldo y no en un sistema modelo de alimentos, y mas tarde, Zanichelli y
colbs. (2005), explicaron que era necesaria la presencia de H,O; en el caldo de cultivo
para que la oleuropeina pueda ejercer su actividad antimicrobiana y que el H;O; se

forma como resultado de la oxidacion de la triptona.

Estos resultados pusieron de nuevo de manifiesto la elevada actividad
bactericida de Ty-EDA, Hy-EDA y EDA, no so6lo superior a la de la oleuropeina e
hidroxitirosol, sino también a la de otros compuestos de alimentos con reconocida

actividad antimicrobiana. Las catequinas del té, en particular epigallocatequinas (Kajiya
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y colbs., 2004; Stapleton y colbs., 2006), timol, eugenol y carvacrol de aceites
esenciales (Friedman y colbs., 2002; Veldhuizen y colbs., 2006; Di Pasqua y colbs.,
2007; Gill y Holley, 2006) y 4cido carndsico de extractos de romero (Del Campo y
colbs., 2003) son algunas de estas sustancias. Sin embargo, ninguna de ellas mostro
actividad bactericida después de 5 minutos de contacto cuando se probaron a
concentraciones mas bajas de 4-5 mM. Por el contrario, los antimicrobianos del olivo
mostraron actividad bactericida frente a las cuatro cepas estudiadas a mas baja
concentracion. De hecho, esta actividad fue similar a la de GTA y OPA, ambos biocidas
comerciales que poseen una fuerte actividad antimicrobiana (Simons y colbs., 2000;
Simdes y colbs., 2008). Parece, por tanto, que la estructura dialdehidica de los
antimicrobianos de la aceituna (EDA, Hy-EDA y Ty-EDA), similar a la de estos
desinfectantes comerciales, es determinante para su alta bioactividad. Ademads, se
encontraron diferencias en las CMBs de estas sustancias; Hy-EDA y Ty-EDA tuvieron
mayor actividad bactericida que el EDA. El componente fendlico (hidroxitirosol y
tirosol) de las moléculas de Hy-EDA y Ty-EDA les confiere mayor lipofilia que la
estructura dialdehidica sola del EDA y, en consecuencia, mayor eficacia bactericida,
como ha sido propuesto para la diferente actividad entre OPA y GTA (Simons y colbs.,
2000). De hecho, se ha sugerido que la actividad antibacteriana de las catequinas del té
se incrementa notablemente con la presencia de cadenas alquilicas debido al aumento de
su lipofilia (Kajiya y colbs., 2004), y la actividad antimicrobiana del carvacrol y varios

compuestos estructuralmente relacionados fue influenciada, en gran medida, por su

solubilidad en agua (Veldhuizen y colbs., 2006).

Aunque hay muchas teorias para explicar el mecanismo de la actividad
antibacteriana de los fenoles y compuestos derivados del glutaraldehido, es evidente el
posible papel de las interacciones de €éstos con la membrana celular y la inhibicion de
procesos celulares regulados enzimaticamente (Burt, 2004). Precisamente, se ha
observado que GTA y OPA interaccionan fuertemente con aminodcidos y proteinas
debido a su estructura dialdehidica (Figura 65), lo cual se ha sugerido para explicar su
fuerte accion bactericida (Simons y colbs., 2000; Simdes y colbs., 2006; 2007). Una
explicacion similar puede plantearse para la actividad antimicrobiana de los compuestos
antimicrobianos de la aceituna con estructura dialdehidica (EDA, Hy-EDA y Ty-EDA),
y la aglucona de la aucubina (Davini y colbs., 1986; Marak y colbs., 2002), un

glucodsido secoiridoide similar a la oleuropeina.

183



Resultados y discusién

Figura 65. Mecanismo de union de compuestos con estructuras diadehidicas con

aminas primarias de una cadena péptidica.
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Ademads, se ha indicado que el Ty-EDA inhibe la actividad de las enzimas
ciclooxigenasa COX-1 y COX-2 de una forma similar al ibuprofeno (Beauchamp y
colbs., 2005), y Hy-EDA tiene una fuerte capacidad desnaturalizante de proteinas
(Konno y colbs., 1999) e inhibitoria frente a la enzima transformadora de la
angiotensina (Hansen y colbs., 1996). También, se sabe que la actividad bactericida de
los extractos de aceitunas puede alterarse por la presencia de compuestos organicos
nitrogenados en los medios de ensayo (Juven y colbs., 1970; Ruiz-Barba y colbs.,
1990). Todos estos datos apoyan la teoria propuesta sobre la actividad bactericida
ejercida por los antimicrobianos de la aceituna debido a su estructura dialdehidica y a su

interaccidon con compuestos proteicos de las células bacterianas.
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Teniendo en cuenta los datos anteriores, se afnadi6 BSA a los cultivos
bacterianos con el fin de aclarar si la presencia de material organico (condiciones
sucias) interfiere con la actividad antimicrobiana (European standar test for testing
disinfectants, 1997). Todos los compuestos dialdehidicos estudiados redujeron su
eficacia antimicrobiana en presencia de BSA (3 g/L) aunque los antimicrobianos de las
aceitunas (Ty-EDA y Hy-EDA) en una menor proporcion que los desinfectantes
comerciales (GTA y OPA). Debe indicarse que el efecto de BSA sobre el poder
antimicrobiano de OPA y GTA depende de las condiciones experimentales, aiin asi se
encuentran resultados contradictorios en la literatura (Wals y colbs., 1999; Fraud y

colbs., 2001; Simdes y colbs., 2006).

Por tanto, los alimentos derivados de la aceituna (aceite de oliva y aceitunas de
mesa) contienen compuestos con estructura dialdehidica (EDA, Hy-EDA y Ty-EDA)
similares al glutaraldehido que les confiere una fuerte actividad bactericida. Ademas, la
presencia de compuestos fendlicos, hidroxitirosol y tirosol, en la estructura basica
(EDA) de los antimicrobianos de aceitunas incrementa su lipofilia y su eficacia
bactericida, siendo incluso mayor que las encontradas para desinfectantes sintéticos
(GTA y OPA) cuando se trabajo bajo condiciones de alta carga organica (Medina y
colbs.,2008d).
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Conclusiones

Se ha identificado a las formas dialdehidicas del acido elenolico unido a
hidroxitirosol y tirosol como los compuestos con mayor actividad bactericida del

aceite de oliva.

Estos compuestos le confieren al aceite de oliva una actividad antimicrobiana

superior a la de otros alimentos tales como té, café, vino y otros.

La actividad bactericida del aceite de oliva puede ser aprovechada en la preparacion
de alimentos (mayonesas, ensaladas, etc.), ya que reduce la poblacién microbiana en
alimentos contaminados con patdgenos, y en la prevencion de enfermedades

gastricas producidas Helicobacter pylori.

Se ha identificado a la forma dialdehidica del 4cido elendlico decarboximetilada
libre (EDA) o unido a hidroxitirosol (Hy-EDA), junto con un isémero de oledsido
11-metil éster como los compuestos con mayor actividad bactericida de las

aceitunas de mesa.

Estos son los compuestos que impiden el crecimiento de las bacterias lacticas en las
salmueras de aceitunas no tratadas con hidroxido soédico o con un deficiente

tratamiento alcalino.

Ni HyEDA ni EDA se encuentran en los frutos frescos. El HyEDA se forma a partir
de la hidrolisis enzimatica de la oleuropeina durante la conservacion de las
aceitunas, y el EDA por hidrélisis acida del primero. Por ello, los liquidos de
conservacion de aceitunas destinadas a negras oxidadas son una fuente importante

de estas sustancias con actividad bactericida.

La actividad bactericida de los principales antimicrobianos del aceite de oliva y
aceitunas de mesa es similar a la de los desinfectantes comerciales glutaraldehido y
ortoftalaldehido debido a que todos comparten una estructura dialdehidica en su

molécula.
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/. ABREVIATURAS







Abreviaturas

Hy-G Hidroxitirosol glicol

Hy-Ac Hidroxitirosol acetato

Forma dialdehidica decarboximetilada de acido elendlico unido a
Hy-EDA ) .

hidroxitirosol

Ty-EDA  Forma dialdehidica decarboximetilada de 4cido elendlico unido a tirosol
1-AcPinor 1-Acetoxipinoresinol

Pinor Pinoresinol

Hy-EA Aglucona de oleuropeina

Ty-EA Aglucona del ligustrosido

Hy-1Glu  Hidroxitirosol 1-glucosido

Hy-4Glu  Hidroxitirosol 4-glucdsido

Hy Hidroxitirosol

Ty Tirosol

Olel1Me Oleodsido 11-metil éster

EDA Forma dialdehidica decarboximetilada de acido elendlico
PBS Tampon fosfato salino

PBST Tampon fosfato salino con Tween 20
UFC Unidades formadoras de colonias
CLAE Cromatografia liquida de alta eficacia
EM Espectrometria de masas

RMN Resonancia magnética nuclear

ND No detectado

OPA Ortoftalaldehido

GTA Glutaraldehido

BSA Albumina de suero bovino

CMB Concentracion minima bactericida

CMI Concentracion minima inhibitoria
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