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EL COLOR EN LAS ACEITUNAS NEGRAS NATURALES DE MESA.
NUEVA TECNICA DE MENSURA DIGITALIZADA PARA OPTIMIZAR
FL METODO DE OSCURECIMIENTO NATURAL

COLOR IN NATURAL BLACK OLIVES.

ANEW METHOD FOR DIGITIZED MEASURE FOR NATURAL BROWNNESS

Claudia V. Laquez Bibiloni 2
José Miguel Aguilera Radic ®

RESUMEN

Se aplicd un nuevo método para la evalua-
cion objetiva del color en aceitunas de mesa,
basado en el andlisis de la intensidad de reflexiéon
de cada uno de los colores primarios que com-
ponen la luz blanca (rojo, verde y azul), segun
las longitudes de onda del Sistema RGB. Se tra-
bajé con programas informaticos para el analisis
de iméagenes digitales color tipo BMP de 24 bits.
Este trabajo proporciona mayor informacién so-
bre el pardeamiento de las aceitunas naturales
en salmuera, lo que seria muy Util para incre-
mentar la efectividad del proceso. El método pro-
puesto es rapido y no destructivo, prometiendo
ser muy practico ya que permite que una misma
muestra pueda ser evaluada en el tiempo.

Se investigaron los cambios de color en
aceitunas elaboradas naturalmente, con di-
ferentes grados de madurez (pintas, rojas y
negras) y a diferentes valores de pH (3,6 -
4,0 - 4,5), expuestas al aire durante periodos
crecientes de tiempo. Se cuantifico el grado
de oscurecimiento a través de indices de In-
tensidad de Reflexion. La evolucion del indi-
ce de reflexiéon en funcion del tiempo genero
una curva polinomial de 4° grado que revel6
el comportamiento sigmoidal del fenémeno de
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ABSTRACT

A new method for color objective valua-
tion in natural black olives was developed for
determining the level of brownness, based on
reflection intensity analysis of primary colours
that compose white light (red, green and blue),
according to RGB system wave lengths.
Computer software's for analysis of 24 bits
BMP colour type digital images was used. This
paper provides more information on the
browning of natural olives in brine, which could
be suitable in increasing process effec-
tiveness. The method proposed is non-
destructive and rapid, which could be useful
because allows that the same sample can be
valuated in the time.

The changes of colour in natural black
olives were investigated at different degrees
of maturity (pinto, red and black), at dissimilar
values of pH (3.6 - 4.0 - 4.5), and exposed to
aeration during increasing periods of time. The
degree of darkening through Indices of
Intensity of Reflection (IIR) was quantified. The
evolution of the reflection index (lIR) based
on time generated a polynomial curve of 4°
degree, which reveals the sigmoid behaviour
of enzymatic browning phenomenon, with
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Palabras clave

aceitunas naturales de mesa e color ¢
pardeamiento enzimatico ¢ grado de
madurez ¢ tiempo de aireacion ¢ pH

pardeamiento enzimatico, con la maxima co-
rrelacion a las 8 horas de aireacion. Esta fun-
cion permitiria predecir el fendmeno de
pardeamiento en las aceitunas negras y re-
presenta una medicién objetiva del grado re-
lativo de pardeamiento. La evolucion del co-
lor rojo (A = 700,0 nm) exhibid la mayor corre-
lacién con el proceso de pardeamiento. Las
aceitunas rojas naturales a pH 4,5 presenta-
ron éptimo pardeamiento. El espectro de re-
flexién para el color azul (A = 435,8 nm) se
sugiere como medida de la actividad de la en-

Key words

natural olives (green, red and black
type) ¢ objective colour measurement
« digital image analysis ¢ predicting
browning

maximal correlation at 8 hours of aeration. This
function shows promise for predicting browning
phenomenon in black olives, and represents
an objective measurement of the relative
degree of browning. Red colour evolution
(A =700.0 nm) exhibited the greatest corre-
lation in browning process. Natural red olives
at pH 4.5 displayed optimal browning intensity.
The reflection spectrum for blue colour
(. = 435.8 nm) is suggested for objective
measurement of the PPO (polyphenolo-
xidase) enzyme activity.

zima PPO (polifenoloxidasa).

INTRODUCCION

El color como indice de calidad

El color de un alimento es fundamental en el momento de apreciar su calidad ya
que es lo primero que percibe el consumidor, siendo esta valoracion en gran medida
subjetiva. En las aceitunas de mesa de un mismo lote, el color presenta elevada
variabilidad, debido a que esta asociado al grado de maduracion del fruto, al proceso
de elaboracion, al pH de la solucion o a la presencia de alguna alteracion. El industrial
busca obtener un producto lo mas homogéneo posible, de cualidades organolépticas
optimas. Lo ideal seria poder asignar al color un valor numérico y evitar problemas en
el momento de su comercializacion. El proposito de este trabajo es desarrollar un
método objetivo para la valoracién cuantitativa del color de las aceitunas.

Las aceitunas negras naturales se elaboran a partir del fruto maduro de color
negro violaceo intenso. En la variedad Arauco, muy cultivada en Mendoza, Argentina,
es muy dificil lograr una maduracion homogénea, debido a la latitud en la que se ubica
la provincia. El producto requerido por los consumidores debe presentar coloraciones
que van del verde pardusco al rosado, hasta llegar al negro violaceo intenso, siendo
estas tonalidades su caracteristica diferencial de alta calidad y la garantia de una
elaboracion absolutamente natural. Si se recurriera a la coloracion artificial, el produc-
to elaborado perderia sus cualidades organolépticas originales.

Pigmentos cloropléasticos de la aceituna

Los pigmentos responsables del color verde son las clorofilas, y del color amarillo
los carotenoides. Cada estado de madurez de la aceituna tiene limites determinados
de concentracion de pigmentos. Cuando los frutos son verdes, las clorofilas y los
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carotenoides estan agrupados en el cloroplasto en una relacion de 5:1. Estudios rea-
lizados en las variedades Hojiblanca y Manzanilla han demostrado que la proporcion
de los pigmentos cloroplasticos es idéntica para ambas variedades y se mantiene
inalterada hasta el momento en que entran en accion las antocianinas (21, 22).

Los compuestos fendlicos y la salud

Se han relacionado las dietas ricas en vegetales con la reduccion de los riesgos
de contraer cancer y enfermedades cardiovasculares (5, 28). En el fruto del olivo, la
pulpa tiene una elevada cantidad de compuestos fendlicos: alrededor del 5 % de su
peso seco. Posee compuestos fendlicos sencillos, taninos, lignanos, antocianinas,
flavonoides, sustancias amargas (oleuropeina), y antioxidantes (30). En las vacuolas
de sus células se encuentran acidos hidroxi-cinnamicos, como el cafeico, el p-cumarico
y el fertlico y acidos hidroxi-benzoicos como el galico, el protocatéquico, el
p-hidroxibenzoico, el vanillico y el siringico (16, 24).

Las antocianinas sélo se hallan en las aceitunas maduras: aparecen en la epider-
mis en la fase del envero y van progresando hacia el hueso, confiriéndoles el color
morado que les es tan propio. Son de color magenta intenso y absorben la luz
ultravioleta, lo cual es caracteristico de los derivados de la cianidina. Se han hallado
en la aceituna seis pigmentos antocianicos, entre ellos: cianidin-3-rutinésido
(ramnoglucésido), cianidin-3-monoglucoésido y cianidina o aglucona libre. En todas las
variedades el cianidin- 3- rutinésido aumenta estrechamente ligado a la evolucién de
la maduracion del fruto (17, 34, 35).

El compuesto polifenélico mas abundante en la aceituna es la oleuropeina,
glucosido especifico del olivo, distribuido por toda la planta, especialmente en las
hojas y en el fruto. Es un éster del alcohol -(3-4-dihidroxifenil)-etilico (hidroxitirosol)
con un glucosido del acido elendlico (24, 31). Otorga un sabor amargo caracteristico
a los frutos verdes, lo que permite identificar el aceite de oliva en las mezclas con
otros aceites. Actla ademas como antioxidante, hipotensor e inhibe el desarrollo de
Lactobacilus (34). Otros glucésidos citados son el ligstrosido y el verbascosido (25).

Pardeamiento enzimatico en las aceitunas negras naturales

La oxidacion de los compuestos fenadlicos implica la formacion de productos
polimerizados marrén negruzcos, denominados «melaninas», a partir de las quinonas
producidas por la enzima polifenoloxidasa (PPO). Segun Sciancalepore (26) el grado
de pardeamiento en cinco variedades de aceituna esta relacionado con el contenido
de orto-difenol y con la actividad de la polifenoloxidasa. En las aceitunas verdes la
polifenoloxidasa se localiza principalmente en los cloroplastos y en las mitocondrias
de las células (20). Amedida que las membranas de los cloroplastos se desintegrany
la clorofila comienza a desaparecer, se produce la solubilizacion de la enzima,
incrementando su actividad y el potencial de pardemiento. Cuando las aceitunas co-
mienzan a oscurecer, la enzima aparece en la fraccion soluble, coincidiendo con la
aparicion de las antocianinas (3). Se ha estudiado el desarrollo de manchas marrones
por dafio mecanico producido mediante un golpe localizado en la superficie de aceitu-
nas verdes de la variedad Manzanilla (4). A medida que la mancha se intensifica, se
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produce un marcado descenso de la reflectancia, alrededor de los 545 nm (color
verde); es mayor durante las dos horas posteriores al golpe. Blanqueando el fruto
luego del golpe, durante dos minutos a 100 °C, se evita la aparicion de las manchas,
lo cual indica que se trata de un fendmeno enzimatico. La actividad de la
polifenoloxidasa se determina por la medida espectrofotométrica de la variaciéon de
la absorbancia a 420 nm (19, 20). Su estabilidad decrece a pH 3,4 (6).

Objetivo

Las aceitunas negras naturales se exponen al aire para acentuar su color pero
este proceso deteriora su textura; para evitar una aireacion excesiva es muy impor-
tante determinar el momento exacto en que poseen mayor intensidad de color. El
proceso de pardeamiento enzimatico es dinamico y reversible: existe un periodo 6pti-
mo de aireacion en el cual se logra la maxima intensidad de color y a partir del cual el
fendmeno se revierte.

El objetivo de este estudio fue registrar en forma objetiva, a través del andlisis de
iméagenes digitales y utilizando softwares computacionales, los cambios de color que
se producen cuando se modifican variables tales como el grado de madurez, el perio-
do de aireacion y el pH. Dichas variaciones se expresan con indices numéricos que
permitirian controlar los procesos industriales.

MATERIALES Y METODOS

Las aceitunas correspondieron a la variedad Arauco, provenientes de un olivar
ubicado en la localidad de Cruz de Piedra, Maipu, Mendoza, Argentina. Pertenecieron
a las cosechas 2000, 2001 y 2002. Fueron recolectadas manualmente de treinta oli-
vos, en forma aleatoria, a lo largo del perimetro exterior de cada plantay a la altura de
la visual del operario, con intervalos regulares de quince dias durante abril, mayo y
junio, para asegurar tres grados de madurez.

Se eligieron frutos totalmente sanos y se clasificaron en tres categorias: pintas,
rojas y negras. Se llenaron bidones de 7 litros, por triplicado, con salmuera inicial al
2 % acidulada. Se taparon y se ubicaron en un laboratorio a temperatura constante.
Cada cinco dias se elevo la concentracion de la salmuera hasta llegar al 8 %, valor
gue se mantuvo hasta el final del proceso de fermentacién. Se efectuaron los contro-
les usuales del proceso: salmuera, pH, acidez y control microbiolégico.

Las variables del proceso consideradas fueron las siguientes:

Grado de madurez: aceitunas pintas, rojas y negras.

Diferentes valores de pH: 3,6 - 4,0 - 4,5.

Tiempo de aireacion: 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60 horas.

Las aceitunas se expusieron al aire, a temperatura ambiente constante (25 °C),
bajo condiciones estandarizadas. El tiempo inicial (hora cero) no expuesto al aire se
consideré como testigo. En cada bloque se realizaron tres repeticiones. Se tom6 una
fotografia digital de cada muestra cada cuatro horas.
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Cada muestra constaba aproximadamente de cuarenta y cinco aceitunas, las
cuales se colocaron en un recipiente de 24 x 18 cm de base, cuyo interior se recubrid
con una lamina negra opaca para eliminar reflejos. Se utiliz6 una Camara Digital
Olympus (el reflejo de la luz del flash incidente a 90° sobre una superficie negro puro
equivalié a 255 para los tres colores del sistema RGB, cuya suma da blanco puro). La
camara se ubico a 20 cm de distancia, desde la lente a las aceitunas.

Procedimiento de andlisis de las imagenes digitales

Segun la Teoria Tricromatica de la Percepcion (8), el ojo humano percibe funda-
mentalmente tres colores, las luces monocromaticas que componen la luz blanca
cuyos valores de longitud de onda son: rojo (A = 700,0 nm), verde (A = 546,1 nm) y
azul (A =435,8 nm).

La imagen del objeto es convertida en una matriz bidimensional de nimeros
(256x256), en la cual a cada punto de la imagen digital (o pixel) corresponde un valor
directamente proporcional a la intensidad de reflexion de esa locacién en el plano del
objeto, la que se evalla en una escala de 256 valores de intensidad (0 a 255).

La imagen capturada es del tipo BMP de 24 bits, de forma rectangular, con 1024
X 768 pixeles, lo que da un valor de 786432 pixeles evaluados. Se utiliz6 el programa
de analisis de imagen digital Kontrom Elektronic GmbH 1996 (Alemania).

Segmentacion de la imagen

Laimagen se fragmenta en un rango de 0 a 150, que abarca solamente la super-
ficie en la cual se encuentran las aceitunas y elimina los reflejos. El nimero de puntos
evaluados se reduce aproximadamente a 600000 pixeles.

Las aceitunas proyectan una sombra angosta en uno de sus lados, que se repite
en las diferentes imagenes, y se considera un error constante que no afecta los calcu-
los. Una parte de la luz incide verticalmente sobre las aceitunas y es reflejada en
sentido contrario como una mancha blanca en la parte superior, la cual desaparece al
fragmentar la imagen, por lo que no se incluye en los calculos.
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Obtencion del indice de Intensidad de Reflexion (IIR)

Dicho indice representa la intensidad de reflexién de cada color en la imagen
digitalizada, considerando el nUmero total de pixeles en el rango segmentado 0-150
(o superficie total analizada) equivalente a la unidad.

La férmula para calcular el indice de Intensidad de Reflexion es la siguiente:

0-150

IIR = 2 [valor de intensidad de reflexion , < arearelativa
J=1

(i):I

El lIR representa la intensidad de sombreado de la imagen analizada. Si el IR
aumenta, se acerca al color blanco y laimagen se aclara. A lainversa, si disminuye, se
acerca al negro y la imagen se oscurece.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ver tabla (pag. 71).

Evolucion del color segun el grado de madurez

Los coeficientes de correlacién entre intensidad de color y periodo de aireacién
resultaron negativos para los colores rojo y verde, ya que a medida que aumenta la
exposicion al aire disminuye su intensidad de reflexion. Por el contrario, fueron positivos
para el color azul. El fendmeno de pardeamiento enzimatico se mide por el aumento en
laintensidad de reflexion del color azul (A = 435,8 nm), que corresponde a la longitud de
onda reflejada por los antocianos a medida que aumenta su nivel de oxidacion. Para
verificar que se trataba de un proceso enzimatico se llevo a cabo un ensayo paralelo de
inhibicion de la actividad enzimatica por inmersion en agua a 70 °C durante 30 minutos
y no se observo pardeamiento por exposicion al aire (Laquez B., inédito).

La evolucion del indice de reflexion en funcion del tiempo generé una curva
polinomial de 4° grado que reflej6 el comportamiento sigmoidal del fendémeno de
pardeamiento enzimatico. Se obtuvo un periodo 6ptimo de aireacién de 8-16 horas. Si
se integran en un solo grafico todos los grados de madurez y valores de pH, se en-
mascara la curva sigmoidal debido a la alta variabilidad de color de las aceitunas,
haciéndose mas atenuadas las fases de pendiente positiva y negativa.

Aceitunas pintas naturales

A pH =45 el color rojo exhibe una curva atenuada ya que la concentracion de
antocianos es menor. En el color verde (A = 546,1 nm), el indice de reflexion
muestra una reduccién de 15 unidades en 60 horas, mas pronunciada en las
primeras 8 horas. Esto se corresponderia con el fenémeno de degradacion de las
clorofilas y la solubilizacion de la enzima polifenoloxidasa, contenida en los
cloroplastos. Estos datos coinciden con las observaciones de Ben-Shalom et al.
(4) segun las cuales el desarrollo de manchas pardas por dafio mecanico produ-
ce una marcada disminucion de la reflectancia a A = 545 nm (color verde) y es
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una medida del fenémeno de pardea-
miento en las aceitunas. En el color
azul (A = 435,8 nm) hay un incremen-
to sostenido del IIR en el lapso inicial
de 20 horas, con pendiente casi li-
near en las primeras 8 horas. Esto
concuerda con autores que proponen
la medida de la actividad de la PPO
por variacion de la absorbancia a
420 nm (19, 20).
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ApH =4,0lacorrelacion mayor se da a las 12 horas de aireacion para el color rojo

(R= -0,89) y alas 8 horas para los colores verde (R =-0,89) y azul (R = 0,992).

A pH = 3,6 los periodos 6ptimos son de 8 horas para el color rojo (R =-1), de 12

horas para el verde (R =-0,97) y de 16 horas para el azul (R = 0,877). El color azul
muestra una marcada elevacion del lIR, que concuerda con la inactivacion de la

enzima PPO a este bajo valor de pH.
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Aceitunas rojas naturales

* ApH=45lacorrelacién es maxima a
las 8 horas en el color rojo (R =-0,99),
alas8horasenelverde (R=-1)ya
las 16 horas en el azul (R =0,91). En
el color azul (A = 435,8 nm) se da un
aumento de 7 unidades a las 16 ho-
ras (R = 0,911). Estas aceitunas son
las que mejor color final presentaron,

indice de Reflexj6n

0 10 20 30 40 50 60 70
Horas de Aireacién

Aceitunas pintas: reflexion del color azul segin pH

= peled g Pokndmken ipHed &
. - pHEd 0 Pobnimbza [pHed )
Polindmics iph=3 B

v pHeAE

L

o

A

95

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64

Horas de Aireacion
Aceitunas rojas: reflexion del color rojo segin pH

con un grado 6ptimo de pardeamiento. Esto se debe al pH menos acido y al au-
mento en la concentracion de antocianos. Coincide con otras investigaciones (3,
21) segun las cuales la disminucion de la PPO en este grado de madurez atn no es
muy marcada, iniciando su solubilizacion por degradacién de los cloroplastos.

e ApH=4,0lavariacion en 60 horas es menor: 5 unidades para el lIR rojo, 10 para
elllIR verde y 7 para el lIR azul. Las correlaciones maximas se dan a intervalos de
tiempo similares, siendo de 8 horas para el color rojo (R = -0,99) y el verde
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(R =-0,99), y de 12 horas para el azul (R = 0,924). Hay menor oscurecimiento al
disminuir el pH, y por tanto, la actividad de la PPO.

A pH = 3,6 la variacion es ligeramente superior al pH = 4,0. Para el IIR rojo: 6
unidades, para el IR verde: 13y para el IIR azul: 8. Comparando con el pH =4,5
hay una disminucion de aproximadamente 50 % en la variacion total, que se
justifica porque este pH es muy préximo al de inactivacién (pH = 3,5) de la PPO.
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Aceitunas negras naturales

* ApH=4/5elllRrojo disminuye el 73 %
alas 8 horas, el lIR verde el 82 % a las
8 horas, y el lIR azul se incrementa el
88 % alas 12 horas.

e ApH=4,0los periodos 6ptimos de ai-
reacion son de 8 horas para el color
rojo (R = -0,93), de 12 horas para el
verde (R =-0,77) y de 8 horas para el
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azul (R =0,916). Esto coincide con Garrido Fernandez y Fernandez Diez (12), quie-
nes hallaron que la reflectancia a A = 700,0 nm (color rojo) exhibia la mayor correla-
cion con la evaluacion del color de las aceitunas realizada por un panel de catadores.

A pH = 3,6 la variacion no es significativa, con periodos éptimos de 12 horas para
el color rojo (R =-0,93), 12 horas para el verde (R =-0,91) y 8 horas para el azul
(R =0,991). La actividad de la enzima PPO a este pH es muy débil.
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CONCLUSIONES

El método de analisis de imagen digital propuesto para la evaluacion objetiva del
color en las aceitunas de mesa es no destructivo, lo que permite que una misma
muestra pueda ser evaluada en el tiempo.

Los coeficientes de correlacion son negativos para los colores rojo y verde, y
positivos para el azul.

La evolucion del indice de reflexion en funcion del tiempo generd una curva
polinomial de 4° grado, con un comportamiento sigmoidal del fendmeno de
pardeamiento enzimatico.

Esta funcion permite predecir el fenomeno de pardeamiento en las aceitunas
negras naturales y representa una medicidn objetiva del grado relativo de
pardeamiento.

El periodo éptimo de aireacion, en general, oscila entre las 8-16 horas. La curva
es casi linear en las primeras 8 horas.

En las aceitunas negras naturales la mayor eficiencia de pardeamiento se produ-
ce alas 8 horas. El color rojo (A = 700,0 nm) exhibio la mayor correlacion con el
proceso de oscurecimiento de los frutos.

Las aceitunas rojas naturales a pH 4,5 exhibieron un grado 6ptimo de
pardeamiento, con incremento de la reflexion para el color azul (A = 435,8 nm).

El espectro de reflexion del color azul (A = 435,8 nm) se sugiere como medida de
la actividad de la enzima PPO.
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| JORNADAS DE ENVASES PARA ALIMENTOS

Organizadas por la asignatura «Control de envases» del Departamento de Ciencias Enoldgicas y
Agroalimentarias de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cuyo, el 8 y 9 de
junio de 2006 se llevaron a cabo dichas Jornadas, que contaron con la participacién de diecisiete
disertantes, especialistas en los diversos temas Que se abordaron:

Fabricacién de papel y cajas de cartén corrugado.

Hojalata.

El aluminio en la industria del packaging.

Envases pldsticos para alimentos.

Novedades en envases activos, biodegradables y reciclables.
El rol del polipropileno en la industria del envase.

Vidrio.

Corcho natural.

Bag in box para industria vitivinicola.

A modo de sintesis, cabe sefialar que se hablé acerca de los tltimos avances en hojalata y los mejores
temples que se deben usar para tener una mayor resistencia a la corrosién; se mostraron los Gltimos
avances en aluminio y se aludié a la posibilidad de envasar pasta de aceitunas y extracto de tomates en
pomos, y vino espumante en latas. Asimismo, se explicé el tema de envases activos y se hizo referencia
a la factibilidad de incorporar aditivos en la pared del envase para prolongar la vida (til de los alimen-
tos. Por (ltimo, se presentaron las novedades en envases multilaminados destinados a vino y las
tendencias actuales en cajas litografiadas.

Se ha editado un CD, que estd a disposicién de los interesados.

Para mayor informacion, contactarse con la Ing. Emilia Raimondo (eraimondo@fca.uncu.edu.ar) o
la Lic. Gladys Dip (gdip@fca.uncu.edu.ar)

Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo
Alte. Brown 500
Chacras de Coria, Mendoza, Argentina
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