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@Resumen:

Procedimiento para la optimizacion de propiedades
organolépticas en productos vegetales que contienen
pigmentos clorofilicos.

El objeto de la presente invenciéon es un
procedimiento que permite optimizar propiedades
organolépticas, especialmente el color, en frutos y
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos. Para
ello, se parte de técnicas conocidas tales como el
tratamiento con compuestos que contienen Zn,
mejorando los resultados obtenidos, mediante un
tratamiento con una solucion acida tamponada.

Se consigue obtener de esta forma productos con un
color verde brillante permanente sin superar la
cantidad de Zn legalmente admitida y al mismo
tiempo manteniendo inalteradas otras caracteristicas
organolépticas, tales como el sabor. El procedimiento
se aplica particularmente a aceitunas verdes de mesa
y preferentemente a aceitunas verdes de mesa
procesadas mediante tratamiento alcalino y sin
fermentacion.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.
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PROCEDIMIENTO PARA LA OPTIMIZACION DE PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS
EN PRODUCTOS VEGETALES QUE CONTIENEN PIGMENTOS CLOROFILICOS

DESCRIPCION

SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencidn se enmarca en al ambito de la tecnologia agroalimentaria.

Especificamente, se refiere a un procedimiento que permite optimizar propiedades
organolépticas, especialmente el color, en frutos y vegetales que contienen pigmentos
clorofilicos. Para ello, se parte de técnicas conocidas tales como el tratamiento con
compuestos que contienen Zn, mejorando los resultados obtenidos mediante un tratamiento

con una solucion &cida tamponada.

Se consigue obtener de esta forma productos con un color verde brillante permanente sin
superar la cantidad de Zn legalmente admitida y al mismo tiempo manteniendo inalteradas

otras caracteristicas organolépticas, tales como el sabor.

ESTADO DE LA TECNICA

Ante la creciente demanda de productos selectos y de calidad, la innovacion en el sector de
los productos vegetales que contienen pigmentos clorofilicos en general y de la aceituna de
mesa en particular, se dirige hacia productos tradicionales, de caracteristicas organolépticas
altamente valoradas por parte del consumidor, pero con un comercio hasta el momento muy

localizado, debido a la limitada vida Util de los mismos.

La oliva es una drupa de caracteristico sabor amargo debido al glucésido oleuropeina. En su
procesado como aceituna de mesa, la eliminacion de este componente amargo es la etapa
fundamental que permite obtener un producto mas apetecible. En funcion de la variedad, el
estado de madurez y del tipo de fruto (entero o partido), este proceso es mas 0 menos
intenso, existiendo por tanto un amplio abanico de estilos de elaboracion. Aguellos
procedimientos que utilizan un tratamiento con solucién alcalina diluida para hidrolizar la
oleuropeina son los méas extendidos a nivel mundial, como son las aceitunas verdes al estilo

espafiol o las aceitunas negras oxidadas al estilo californiano.
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En el estilo espafiol o sevillano, tras la hidrdlisis alcalina de los componentes amargos, los
frutos se acondicionan en salmuera donde experimentan un proceso de fermentacion &cido-
lactica y adquieren sus apreciadas caracteristicas organolépticas. En la actualidad, sin
embargo, estan ganando importancia comercial otras preparaciones denominadas
"especialidades” de aceitunas verdes que incluyen un tratamiento alcalino de los frutos pero
no una fase de fermentacion. Tienen caracteristicas y nombres especificos en los diferentes
paises productores: Campo Real en Espafia, Castelvetrano en lItalia, Picholine en Francia, y
aceitunas verdes estilo Californiano o greenripe olives en Estados Unidos. Ademas de su
sabor suave y ligeramente alcalino, una de las caracteristicas organolépticas mas deseables
y apreciadas de estos productos es un color verde brillante lo mas parecido posible al del
fruto fresco, lo que el consumidor tiende a correlacionar con un producto mas natural o

menos elaborado.

Desgraciadamente, durante la fase de conservacion, el color se modifica significativamente
obteniéndose un producto de color muy alejado del "verde natural' esperado por el
consumidor/productor. En Espafia se han realizado algunos estudios encaminados a
implementar un procedimiento industrial para este tipo de especialidades (Brenes y Garcia.
“Elaboracion de aceitunas denominadas Green ripe olives con variedades espafiolas”.
Grasas Aceites (2005) 56, 188-19; Casado, Sanchez, Rejano y Montafio “Estudio de
nuevos procedimientos de elaboracion de aceitunas verdes tratadas con &lcali, no
fermentadas, conservadas mediante tratamientos térmicos”. Grasas y Aceites (2007) 58,
275-282). Todas estas preparaciones de aceitunas que no incluyen fermentacion tienen en
comun un pH en la pulpa relativamente elevado que obliga, segun las Normas de Calidad
que regulan el comercio de la aceituna de mesa [Codex Alimentarius Comission (FAO/WHO)
(1981) Norma del Codex para las aceitunas de mesa (Codex Stan 66-1981). Revision 1987]

a la aplicacién de algun tratamiento térmico para asegurar su conservacion a largo plazo.

Desafortunadamente, todos los tratamientos térmicos de conservacion necesarios para
garantizar la seguridad del producto modifican negativamente su color, que evoluciona del
verde brillante a tonalidades mas amarillas, similares a las que se producen durante la
fermentacion de las aceitunas verdes al estilo espafiol, y eliminando la diferenciacion que se

pretende mantener entre ambos productos comerciales.

El color de la aceituna, como el de todos los frutos y vegetales verdes, se debe a la
presencia de las clorofilas a y b, que se encuentran en los cloroplastos acompafnadas de

carotenoides. El llamativo cambio de color del verde brillante al marron-oliva que de forma
3
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generalizada ocurre en el procesado térmico de vegetales se debe a la liberacion de los

acidos celulares durante el calentamiento, que provoca la reaccién de sustitucion del ion Mg

central de la molécula clorofilica por 2H",

cromoforo, con el consiguiente cambio de color:

modificando las caracteristicas del grupo

Tipo de Anillo Isociclico (Anillo V)

Himero Pigmento AnilloV R Rz Rz Ra Re
1 15%m etil-ftolcloring . ester 3 Fitol CH:COOH COOH 2H CH:
2 Zn-15%m etil-ftolclorina & ester 3 Fitol CH-COQH COOH zn CH:
3 Clomfla b 1 Fitol H COOCH Mg CHO
4 Clomfila 2 1 Fitol H COOCH Mg CHs
= 15'-OH-lactonaFeoiting & 2 Fitol OH COOCH H CH:
§  ZnFeoftina s 1 Fitol H COOCH Zn CHs
7  InFeoitinasz’ 1 Fitol ~ COOCH: H n CH:
g Zn Pirofeoftina & 1 Fitol H H Zn CHz
5 Feoitina & 1 Fitol H COOCH 2H CH:
10 Feoftina a” 1 Fitol COOCH: H 2H CHs
11 Pirofeoiting & 1 Fitol H H 2 CH:

Todos los sistemas de procesado a los que son sometidos los frutos y vegetales verdes

provocan, en mayor o menor grado, la formacion de diferentes derivados clorofilicos libres

de Mg, principalmente feofitinas, pirofeofitinas y feoforbidas, todos ellos de coloracion

marron-grisacea.
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Desde antiguo se conocen los esfuerzos de la industria alimentaria por preservar el color
verde en los vegetales verdes procesados térmicamente mediante el uso de agentes
alcalinizantes, que disminuyan la acidez, o tratamientos térmicos con alta temperatura y
corto tiempo (HTST). Estos procedimientos obtienen una mejora del color a corto plazo

pero no consiguen retener el color verde durante el tiempo de almacenamiento.

En cambio, si son exitosos los procedimientos que aprovechan la alta afinidad de union que
tienen algunos metales divalentes, como Cu (ll) y Zn (ll), con el anillo de porfirina, para

formar complejos metalicos de alta estabilidad y color verde brillante.

Por otro lado, estudios realizados para industrias del sector de la aceituna de mesa han
puesto de manifiesto la presencia masiva de complejos metaloclorofilicos de Cu (II) de
caracter liposoluble en aceitunas verdes de mesa comerciales, con un llamativo color verde
brillante y etiquetadas como “Aceitunas en Sosa" y estilo “Castelvetrano”. Se ha
demostrado que la formacion de estos complejos es el resultado de una adicion de sales de
Cu (I1), practica del todo fraudulenta ya que la lista positiva de aditivos alimentarios de la UE
no incluye ninguna sal de cobre. Sin embargo si estan admitidas algunas sales de Zn (ll)

como el acetato de cinc (E-650).

En el caso de aceitunas de mesa, aunque aun no esta admitido el uso del aditivo acetato de
cinc (E-650), ya se han patentado procedimientos que describen su utilidad como

conservante antimicrobiano (patente espafiola n® 2369183).

Aunque en general la velocidad de la reaccién de formacion de los complejos
metaloclorofilicos de Zn (II) es mas lenta que la de los correspondientes con Cu (II), se han
patentado diversos procedimientos Utiles que emplean estas sales de Zn para preservar el
color verde en diferentes vegetales procesados:

- US 4473591

- US 5114725

- US 6004601

- US 6210729 B1

con la dnica limitacion de que el contenido en Zn (1) del producto final no supere 0,075 g/kg
(75 ppm) (limite establecido por la Food and Drug Administration). Esta limitacion ha
impedido un uso generalizado de este procedimiento, sobre todo en aquellos productos cuyo

contenido en pigmentos clorofilicos es medio-bajo, como es el caso de los frutos verdes en
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general y la aceituna de mesa en particular. La cantidad de Zn (ll) necesaria para obtener un
color verde éptimo suele superar los limites establecidos (US 5482727).

Por tanto es de gran interés para la industria alimentaria en general, y para el sector de la
aceituna de mesa en particular, optimizar un procedimiento para obtener un alimento de

color verde permanente, minimizando el contenido en Zn (Il) del producto final.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Constituye un primer objeto de la presente invencién un procedimiento para la optimizacion
de propiedades organolépticas en productos vegetales que contienen pigmentos clorofilicos
gque comprende:

- tratamiento de los productos vegetales con al menos un compuesto de cinc

- tratamiento de los productos vegetales procedentes de la etapa anterior con una solucién
bésica tamponada

- tratamiento térmico de conservacion

y caracterizado porque los productos vegetales se someten a un tratamiento con una
solucion &cida tamponada que tiene lugar antes del tratamiento con la solucidon bésica

tamponada.

La propiedad organoléptica a optimizar es el color verde.

En un modo preferente de realizacion, el compuesto de cinc es una sal de cinc que se
selecciona entre acetato de cinc, bisglicinato de cinc, cloruro de cinc, citrato de cinc,
gluconato de cinc, lactato de cinc, oxido de cinc, carbonato de cinc, sulfato de cinc o
combinaciones de las mismas y el tratamiento con la sal de cinc consiste en poner en
contacto los productos vegetales con una solucion de la sal de cinc de concentracion
comprendida entre 0,005y 3 g/L, en una relacion solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v)
durante un periodo de tiempo comprendido entre 5 min y 1 afio, y a una temperatura entre
15°C y 129 °C.

La solucién basica tamponada se selecciona entre un solucién tamponada de borato,
tris(hidroximetil)aminometano, glicina, fosfato, carbonato o combinaciones de los mismos, y
el tratamiento con la solucibn basica tamponada consiste en poner en contacto los
productos vegetales con la solucién en una concentracion igual o superior a 0,1M, en una
relacion solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v), durante un periodo de tiempo

comprendido entre 5 min y 1 afio, y a una temperatura entre 15°C y 129 °C.
6
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La solucion acida tamponada se selecciona entre los acidos acético, ascorbico, benzoico,
citrico, lactico, madlico, propanoico, succinico o combinaciones de los mismos, y el
tratamiento con la solucion acida tamponada consiste en poner en contacto los productos
vegetales con la soluciéon en una concentracion igual o superior a 0,1M, en una relacién
solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v), durante un periodo de tiempo comprendido entre 1

min y 10 dias, a una temperatura entre 15°C y 90°C.

El tratamiento con la solucién acida tamponada puede tener lugar antes del tratamiento con

la sal de cinc o al mismo tiempo que el tratamiento con la sal de cinc.

Alternativamente, el tratamiento con la solucién basica tamponada tiene lugar al mismo

tiempo que el tratamiento con la sal de cinc.

El tratamiento térmico de conservacion se selecciona entre una pasterizacibn o una
esterilizacion. Alternativamente, el tratamiento con la solucion basica tamponada, el
tratamiento con la sal de cinc y el tratamiento térmico de esterilizacion pueden tener lugar al

mismo tiempo.

El procedimiento puede incluir adicionalmente al menos una de las siguientes etapas:
- lavado de los productos vegetales

- envasado en salmuera

En un modo preferente de realizacion, los productos vegetales son aceitunas verdes de
mesa, particularmente aceitunas verdes de mesa procesadas mediante tratamiento alcalino

y sin fermentacion.

Especificamente, las aceitunas verdes de mesa procesadas mediante tratamiento alcalino y
sin fermentacion se someten a:

- tratamiento con solucion acida tamponada de lactico/NaOH a una concentracién igual o
superior a 0,1M y pH igual o inferior a 5, y en una relacién solido/liquido igual o superior a
1:1, y conteniendo NaCl en una proporcién entre 3 y 6%, durante un tiempo entre 1 min 'y
10 dias, y a una temperatura entre 15°C y 90°C.

- tratamiento con acetato de cinc durante un tiempo comprendido entre 5 min y 1 afio, y a
una temperatura entre 15°C y 129 °C, en una concentracion entre 0,05 g/L y 0,5 g/L, y en

una relacion solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v).
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- tratamiento con solucion béasica tamponada de glicina/NaOH, en una concentracion igual o
superior a 0,1M y pH entre 8 y 10, en una relacion solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v) y
durante un periodo de tiempo comprendido entre 5 min y 1 afio, y a una temperatura entre
15°Cy 129 °C.

- lavado de las aceitunas verdes con agua durante un tiempo entre 3y 24h , y en un
namero de lavados entre 0 y 5, en funcion de la concentracion de cinc empleada en un
tratamiento anterior.

- envasado en una salmuera de NaCl en una concentracion entre 3 y 6%.

- tratamiento térmico que se selecciona entre una esterilizacion para 15 Fo, a una
temperatura entre 117°C y 129°C y tiempo entre 5 y 43 min o una pasterizacién a 80°C, en
un tiempo entre 6 y 14 min.

En un modo especialmente preferente de realizacion del proceso sobre aceitunas verdes de
mesa procesadas mediante tratamiento alcalino y sin fermentacion:

- el tratamiento con la solucion acida tamponada de lactico/NaOH tiene lugar a pH igual a 4,
en una relacion sélido — liquido 1:3 (p/v), conteniendo NaCl al 4% (p/v) durante 9 dias y a
una temperatura de 30°C

- el tratamiento con acetato de cinc se hace a una concentracion de 0,1 g/L y de forma
simultdnea al tratamiento con la solucién basica tamponada, que tiene lugar a un pH igual a
9,5, incluye NaCl al 4%, y dura un periodo de 48h de equilibrio a una temperatura de 30°C,

seguido de 43 min de esterilizacion a 117°C.

Constituye también un objeto de la presente invencién, aceitunas verdes de mesa
procesadas mediante tratamiento alcalino y sin fermentacion y preparadas mediante el
procedimiento explicado. Las aceitunas asi preparadas presentan simultdneamente un
porcentaje de complejos Zn-clorofilas comprendido entre 15% y 75% y menos del 0,0075%
de Zn.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Efecto del tratamiento con acetato de cinc a pH 5 en el verdor de la aceituna de
mesa, estimado a partir del pardmetro a*. Los iones Zn*" se adicionan en una concentracion
de 3 g/L (3000 ppm) en una solucion buffer acético/acetato 0,1M, a pH 5y conteniendo 6%
de NaCl (p/v). e con Zn** A control sin Zn**. Nota: Test de almacenamiento acelerado,

consistente en someter las aceitunas tratadas a temperatura de 55°C durante 24 horas.



10

15

20

25

30

35

ES 2627 728 Bl

Figura 2: Cromatogramas tipicos de HPLC en fase reversa con deteccion a 640 nm, para la
separacion de clorofilas, derivados clorofilicos libres de Mg y complejos metaloclorofilicos de
cinc, en aceitunas de la variedad Manzanilla, segun las distintas fases del proceso de
elaboracion al estilo castelvetrano (EEC) y realizacion de la invencion segun ejemplo
n°l: (A) Fruto fresco; (B) Fruto EEC, (C) Fruto EEC posteriormente tratado con 3 g/L (3000
ppm) de iones Zn*? disueltos en salmuera de NaCl al 4 % (p/v), tamponada a pH 5 con 0,1 M
de 4cido acético/acetato: (C;) durante 14 dias, (C,) durante 6 meses, (C;) durante 10 dias +
test de almacenamiento acelerado (24h a 55°C). Ildentificacion de picos: Clorofilas: 3.
Clorofila b; 4. Clorofila a; Precursores de los complejos metaloclorofilicos de cinc de la
serie a: 1. 15° metil-fitol-clorina eq ester; 9. Feofitina a; 10. Feofitina a”; 11. Pirofeofitina a.
Complejos metaloclorofilicos de cinc de la serie a: 2. Zn-15° metil-fitol-clorina e ester; 5.

Zn-15*-OH-Lactona Feoftina a; 6. Zn-Feofitina a; 7. Zn-Feofitina a”; 8. Zn-Pirofeofitina a.

Figura 3: Cromatogramas tipicos de HPLC en fase reversa con deteccion a 640 nm, para la
separacion de clorofilas, derivados clorofilicos libres de Mg y complejos metaloclorofilicos de
cinc, en aceitunas de la variedad Manzanilla, segun las distintas fases del proceso de
elaboracion al estilo castelvetrano (EEC) y realizacion de la invencién segun ejemplo n°4:
(A) Fruto fresco; (B) Fruto EEC, (C) Fruto EEC después de 9 dias de tratamiento acido en
salmuera de NaCl al 4 % (p/v), tamponada a pH 4 con 0,1 M de &cido lactico/NaOH
(ECC+AcC), (D) Fruto ECC+Ac y esterilizado a 117°C por 43 min, en una solucion al 4% de
NaCl (p/v) y 0,1M de glicina/NaOH a pH 9,5, conteniendo 0,1 g/L (100 ppm) de iones Zn".

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a procedimientos para la mejora del color verde en frutos o
vegetales en conserva, especialmente en aceituna de mesa, empleando una sal de cinc de
grado alimentario, sin que la cantidad de Zn (Il) incorporada al producto supere los limites
legalmente establecidos (0,075 g/kg; 75 ppm). Aungue el procedimiento puede ser aplicado
a cualquier producto que contenga pigmentos clorofilicos (clorofilas y/o derivados
clorofilicos), el producto es especialmente aceituna verde de mesa procesada mediante

tratamiento alcalino y sin fermentacién y el aditivo alimentario es acetato de cinc (E-650).

La invencion abarca cualquier fase de la elaboracion de la aceituna de mesa cuando en la
misma se empleen sales de cinc para la mejora del color y tiene la finalidad de proporcionar

una mejora en el color del producto mediante la formacién de complejos metaloclorofilicos
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de cinc (Zn-Cls), de color verde brillante y alta estabilidad. El procedimiento puede
comprender los siguientes pasos:

A) tratamiento con una solucién acida tamponada

B) tratamiento con al menos una sal de cinc

C) tratamiento con una solucién basica tamponada

D) lavados

E) envasado en salmuera

F) tratamiento térmico de conservacion

El reverdecimiento del producto se atribuye a la formacién de complejos metaloclorofilicos
de cinc, mayoritariamente Zn-feofitina a, Zn-pirofeofitina a y Zn-15*-Me-fitol-clorina eg ester.

En la presente invencion el término “pigmento clorofilico” se refiere a un compuesto
coloreado con estructura quimica derivada de clorofila, es decir, formado por un anillo
porfirinico sustituido, con un anillo isociclico adicional, que puede estar abierto, y un resto de
acido propionico esterificado o no con una cadena terpénica denominada fitol. El anillo de
porfirina es un tetrapirrol, con cuatro anillos de pirrol enlazados para formar un anillo mayor
que es la porfirina. En el caso de la clorofila, en el centro de la porfirina se encuentra un
atomo de Mg®* unido a los nitrogenos de los grupos pirrol, pero este atomo de Mg** puede

sustituirse por Zn**, Cu** o 2H" para formar otros pigmentos quimicamente estables.

El término “aceituna verde de mesa” se refiere a un producto que se prepara a partir de
frutos sanos de variedades de olivo cultivado, recogidos durante el ciclo de maduracion,
antes del envero, cuando han alcanzado su tamafio normal y que se someten a tratamientos
para eliminar el amargor natural y conservado mediante fermentacion natural o tratamiento
térmico, con o sin conservantes, y envasados con liquido de gobierno. Ejemplos de
aceitunas verdes de mesa son aceitunas verdes aderezadas en salmuera, aceitunas verdes
al natural, o especialidades de aceitunas procesadas mediante tratamiento alcalino y sin
fermentacion, que tienen caracteristicas y nombres especificos en los diferentes paises
productores: Campo Real en Espafia, Castelvetrano en lItalia, Picholine en Francia, y

aceitunas verdes estilo Californiano o greenripe olives en Estados Unidos.

En la presente invencion el término «tratamiento con una soluciéon acida tamponada»
(etapa A) se refiere a la inmersion del material vegetal en una solucién buffer a pH acido
durante un cierto periodo de tiempo. Segun una realizacion preferida el buffer es
lactico/NaOH a una concentracion 0,1M y pH < 5, y preferiblemente 4, conteniendo NaCl en

una proporcion entre 3 'y 6%, preferiblemente 4% (p/v), y en una relacion solido/liquido igual
10
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o superior a 1:1 y preferiblemente 1:3 (p/v). El tiempo de tratamiento entre 1 min y 30 dias,
preferiblemente 9 dias, a una temperatura entre 15°C y 90°C, preferiblemente temperatura

controlada de 30°C.

En la presente invencion el término «tratamiento con una sal de cinc» (etapa B) se
refiere a la inmersion del material vegetal durante un periodo de tiempo en una solucién
buffer que contiene NaCl y una sal de cinc. La sal de cinc es una sal soluble en agua de
grado alimentario, preferiblemente el aditivo alimentario acetato de cinc (E-650), y en una
concentracion entre 0,005 g/L (5 ppm) y 3 g/L (3000 ppm), preferiblemente 100 ppm y en
una relacion solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v). El tiempo de tratamiento es entre

1 miny 1 afio, preferiblemente 72h y la temperatura entre 15°C y 129°C.

En la presente invencion el término «tratamiento con una solucion basica tamponada»
(etapa C) se refiere a la inmersion del material vegetal durante un periodo de tiempo en una
solucion buffer a pH alcalino durante un cierto periodo de tiempo. Segun una realizacion
preferida el buffer es glicina/NaOH, en una concentracion = 0,1M y pH entre 8 y 10,
preferiblemente de 9,5. La proporcion de NaCl puede ser entre 3 y 6%, preferiblemente 4%
(p/v) y en una relacion solido/liquido = 1:1 y preferiblemente 1:1 (p/v). El tiempo de
tratamiento entre 5 min y 1 afio, preferiblemente 72h, a una temperatura entre 15°C y
129°C.

La adicién de la sal de cinc (etapa B) se puede realizar indistintamente en la solucion acida

tamponada (etapa A) o en la solucion basica tamponada (etapa C).

En la presente invencion el término «lavados» (etapa D) se refiere a sucesivos tratamientos
del material vegetal con agua durante un tiempo. En una realizacién preferida el tratamiento
se realiza por inmersion del fruto en agua durante un tiempo entre 3 y 24h, preferiblemente
12h y el nimero de lavados es entre 0 y 5, en funcion de la concentracion de cinc empleada

€en una etapa anterior.

En la presente invencion el término «envasado en salmuera de acondicionamiento»
(etapa E) se refiere a la inmersién del material vegetal en salmuera de NaCl en una
concentracion entre 3 'y 6%, preferiblemente 4% (p/v). Si la concentracion del aditivo acetato
de cinc en la etapa B es < 0,1 g/L (100 ppm), se eliminan del procedimiento las etapas de

lavados (etapa D) y envasado en salmuera de acondicionamiento (etapa D).
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En la presente invencion el término «tratamiento térmico de conservacion» se refiere a
un tratamiento térmico que garantice la seguridad del producto a largo plazo. En una
realizacion preferente el tratamiento térmico es una esterilizacion para 15 Fo, a una
temperatura entre 117°C y 129°C, preferiblemente a 117°C durante un tiempo de 43 min. En
otra realizacion preferente el tratamiento es una pasterizacién a 80°C, en un tiempo entre 6 y

14 min, preferiblemente 6 min.

Para el andlisis de pigmentos clorofilicos se requiere una técnica de extraccién especifica
que ha sido desarrollada por Minguez-Mosquera y Garrido-Fernandez (Chlorophyll and
carotenoid presence in olive fruit, Olea europaea. J. Agric. Food Chem. (1989) 37, 1-7). La
técnica se basa en el reparto selectivo de componentes entre N,N-Dimetillformamida (DMF)
y hexano. En la fase de hexano quedan los lipidos, la fraccion de carotenos y xantofilas
diesterificadas, mientras que la fase de DMF retiene los compuestos clorofilicos y xantofilas
libres y monoesterificadas. Este sistema proporciona una solucion de pigmentos libre de la
materia grasa que es caracteristica de estos frutos y que interfiere en la posterior separacion

e identificacion de los pigmentos.

Una vez obtenido el extracto de pigmentos purificado se lleva a cabo la separacion y
cuantificaciéon de pigmentos mediante HPLC con una columna de fase reversa (20 x 0,46
cm) empaquetada con Mediterranea-Sea C18 (3 um) (Teknokroma, Barcelona, Espafia). La
columna se protege con una precolumna (1 x 0,4 cm) empaguetada con el mismo material.
La separacién se realiza a una velocidad de flujo de 1,25 mL/min, mediante un sistema de
elucién en gradiente que utiliza dos mezclas de solventes: A.- Agua/reactivo supresor de
iones/metanol (1:1:8 viviv) y B.- metanol acetona (1:1 v/v). El reactivo supresor de iones es
acetato de tetrabutilamonio 0,05 M y acetato de amonio 1 M en agua (Minguez-Mosquera
MI, Gandul-Rojas B, Montafio-Asquerino A, Garrido-Fernandez J. “Determination of
chlorophylls and carotenoids by HPLC during olive lactic fermentation”. J. Chromatogr.
(1991) 585, 259-266). El sistema de gradiente utilizado es una adaptacion del descrito por
Gandul-Rojas, Roca y Gallardo-Guerrero 2012 (“Detection of the colour adulteration of green
table olive with copper chlorophyllin complexes (E-141ii colorant)”. LWT - Food Sci. Tech.
(2012) 463, 11-318).

La deteccién espectrofotométrica de los pigmentos clorofilicos se realiza a 666, 650, 640 y
626 nm y se obtiene un registro on-line del espectro de absorcion UV-Vis con un detector de
fotodiodos. La identificacibn se realiza por co-cromatografia con los correspondientes

estdndares y a partir de las caracteristicas espectrales descritas con detalle en
12
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publicaciones especificas (Gandul-Rojas et al. 2012). La cuantificacion se realiza a partir de
las correspondientes rectas de calibrado (cantidad vs area de pico integrada). Las
ecuaciones de calibracién se obtienen mediante analisis de regresion lineal de minimos
cuadrados en un rango de concentracion acorde a los niveles de concentracion de estos
pigmentos en aceitunas de mesa. Se realizan analisis duplicados de 5 diferentes voliumenes

de cada solucion estandar.

Para determinar el contenido en cinc se parte de 100 g de frutos que se lavan, secan,
deshuesan y trituran. De la pasta resultante se pesan con exactitud 5 g en una capsula de
porcelana y se coloca en un horno de mufla. La temperatura de la mufla se lleva
rapidamente a 100°C y después se sube lentamente hasta que se alcance la temperatura de
calcinacién (550°C), a la que se mantiene durante 8-10 horas. Las cenizas, de color blanco-
grisaceo, se humedecen ligeramente y disuelven en tres porciones de 2 mL de HCL 6 Ny se
filtra, poco a poco, a través de papel de filtro a un matraz aforado de 25 mL. Posteriormente,
el filtro se limpia tres veces con 3 mL de agua desionizada, que también se afiade al matraz
aforado, y se termina enrasando con agua desionizada. La disolucion de las cenizas se
facilita calentando ligeramente la capsula después de cada adicion de HCI. En paralelo se
prepara un blanco que Unicamente incluye los reactivos (Lépez A, Garcia P y Garrido A.
“Multivariate characterization of table olives according to their mineral nutrient composition”.
Food Chem. (2008) 106:369-378). Finalmente, el contenido en cinc se determina con un
espectrofotdbmetro de absorcién atébmica (GBC, modelo 932), nebulizando la muestra en una
llama de aire-acetileno y utilizando una ldmpara de catodo hueco de cinc. La absorbancia se
mide a 213.9 nm con un slit de 0,5 nm (Hornero-Méndez D, Gallardo-Guerrero L, Jarén-
Galan M y Minguez-Mosquera MI. “Differences in the activity of superoxide dismutase,
polyphenol oxidase and Cu-Zn content in the fruits of Gordal and Manzanilla olive varieties”.
Z. Naturforsch. (2002) 57, 113-120).

La medida de color se obtiene con un espectrofotometro BYK-Gardner, Modelo 9000,
equipado con un software para calcular las coordenadas cromaticas en la escala CIE L* a*
b*. El dato para cada medida sera el valor medio obtenido con 20 aceitunas (Arroyo-Lopez
FN, Romero C, Duran-Quintana MC, Lopez-Lopez A, Garcia-Garcia P y Garrido-Fernandez
A. “Kinetic study of the physicochemical and microbiological changes in seasoned olives
during the shelf-life period”. J. Agric. Food Chem. (2005) 53, 5285-5292). Los cambios en el
color verde se expresan con los parametros L*, a*, b*, la relacion -a*/b, &ngulo de tono (h) y
croma (C*) (Koca N, Karadeniz F, Burdurlu HS. “Effect of pH on chlorophyll degradation and

colour loss in blanched green peas”. Food Chem. (2006) 100, 609-615).
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MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

A continuacion se ilustrard la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesto la efectividad del procedimiento descrito en la presente

invencion.

Materia prima. Un lote de 78 kg de frutos de olivo de la variedad Manzanilla, recogidos
mayoritariamente en el estado de madurez verde-amarillento se procesé a escala de
laboratorio, como aceitunas verdes de mesa tratadas con alcali y sin fermentacién, de
acuerdo al "estilo Castelvetrano”. Antes del procesado se realizé una seleccion manual del
fruto, eliminando aquellos dafiados o en estados de madurez diferenciados (pintones,
morados y negros). Estos frutos seleccionados se depositaron en contenedores de PET de
3,7 L de capacidad y se cubrieron con solucion de NaOH al 2% (p/v) (2,2 kg de fruto + 1,8 L
de solucion alcalina). Después de una hora de tratamiento se adicion6 100 g de NaCl a cada
contenedor (equivalente a una concentracion final de 5,5 % en la solucion de NaCl/NaOH) y
los frutos se mantuvieron en esta salmuera alcalina durante 15 dias, realizadndose a
continuacion tres lavados con agua de 3,5 h; 18h y 3,5h de duracion. Finalmente los frutos
se colocaron en salmuera de NaCl al 6% (p/v) y se conservaron en camara refrigerada a

4°C hasta su uso.

Ejemplo n°® 1: Producto pasterizado elaborado en tres etapas

a) Etapas A y B: tratamiento con sal de cinc en una solucion &cida tamponada.
Tratamiento de aceitunas verdes de mesa elaboradas al estilo castelvetrano en una
solucion 0,1 M de la mezcla buffer acético/acetato a pH 5, conteniendo 6% (p/v) de NacCl,
y 3 g/L (3000 ppm) de iones Zn?** como acetato de cinc. La relacion solido/liquido es de

1:3 y el tratamiento de 6 meses a temperatura ambiente de 25 + 3°C.

Se rellenaron frascos de cristal de 445 mL de capacidad (16 RefTO77) con 20 aceitunas
(99-103g) y 300 mL de la salmuera tamponada conteniendo 3 g/L (3000 ppm) de acetato
de cinc. Los frascos cerrados se mantuvieron en el laboratorio a temperatura ambiente y
oscuridad, y se analizaron para color y contenido en pigmentos clorofilicos a los 2, 4, 7,
8, 9, 10 y 14 dias. Finalmente, los frutos se mantuvieron almacenados durante 6 meses y
alternativamente se sometieron a un test de almacenamiento acelerado mediante

calentamiento en estufa a 55 °C durante 24h. En paralelo se realizaron controles a frutos
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envasados y almacenados en idénticas condiciones pero sin la adicion de Zn* a la

salmuera de envasado.

Durante el almacenamiento, la pérdida del color verde de los frutos, medido a partir de la
coordenada cromatica a*, fue muy lenta en los frutos envasados con cinc, no llegando a
ser en ningun caso significativa (p<0,05) (figural). En cambio, los frutos no tratados con
cinc experimentaron una pérdida de verdor mas rapida, que empezé a ser significativa a
partir del dia 9 (p<0,05). Esta pérdida de verdor se asocié con la reaccion de sustitucion
del Mg®* por 2H" que experimentan las clorofilas y derivados bajo condiciones &cidas. En
cambio, en los frutos tratados con la sal de Zn?*, esta reaccion fue contrarrestada por la
insercion de este metal divalente en el anillo porfirinico, provocando la formacion de
complejos metaloclorofilicos de color verde estable. En el dia 8 comenz6 a detectarse en
la serie “a” la formacién de estos complejos metaloclorofilicos de cinc, que fueron
incrementando lentamente su concentracién hasta el dia 14 (figura 2). Con el test de
almacenamiento acelerado se consiguié provocar un reverdecimiento muy significativo

del fruto tratado con cinc, llegando el valor de a* a superar incluso el valor inicial (-7,30).

Esta mejora del color se asocid6 con la formacion de diferentes complejos
metaloclorofilicos de cinc, mayoritariamente de la serie “a” (figura 2). Cuantitativamente,
los complejos metaloclorofilicos de cinc suponen cerca del 45% del total de pigmentos
clorofilicos presentes en las aceitunas sometidas al Test de almacenamiento acelerado
(tabla 1):

15
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Los resultados demuestran que las condiciones de almacenamiento ensayadas pueden

ser (tiles para mantener el deseado color verde de las aceitunas elaboradas al “estilo

castelvetrano”, y que esta mejora del color se intensificard a medida que transcurra el
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tiempo de almacenamiento en estas condiciones. Después de 6 meses de

almacenamiento real a temperatura ambiente el producto tiene una mejora significativa

del color aparente y puede ser lavado, envasado y pasterizado para su comercializacion.

b) Etapa D: lavados. Inmersion de las aceitunas en agua del grifo durante 60h, con

c)

cambio de agua cada 12h (5 lavados).

Etapas E y F: envasado en salmuera de acondicionamiento y tratamiento
térmico de conservacion. Llenado de botes de vidrio de 370mL de capacidad con
unos 156 g de frutos y unos 180 mL de una mezcla buffer 0,1 M &cido lactico/lactato
a pH 4 y conteniendo un 4% (p/v) de NaCl a una temperatura de 70°C vy

pasterizacién a 80°C durante 6 min.

Los compuestos metaloclorofilicos de cinc formados, responsables de la mejora del color

verde son estables y se mantienen después del tratamiento térmico de pasterizacion. En el

producto que ha permanecido durante 6 meses en tratamiento, el valor de la coordenada a*

indicé una estabilizacion del color verde (0,27) y ademds presentd un alto porcentaje de

complejos metaloclorofilicos de cinc (71,63%). Sin embargo, la extensa duracion del

tratamiento y la elevada concentracion de sal de cinc provocé el desarrollo de manchas

pardas en el producto, resultando por tanto rechazable.

Ejemplo n® 2: Producto pasterizado elaborado en cuatro etapas

1)

2)

3)

4)

Etapa A : tratamiento con soluciéon acida tamponada: Tratamiento de aceitunas
verdes de mesa elaboradas al estilo castelvetrano en una solucion buffer de
lactico/NaOH a una concentracion 0,1M y pH 4, conteniendo NaCl al 4% (p/v), y en
una relacion solido/liquido 1:3 durante 9 dias, a temperatura ambiente de 25 + 3°C.
Etapas B y C: tratamiento con sal de cinc en una solucién basica tamponada.
Inmersion de los frutos en una mezcla buffer 0,1M de glicina/NaOH a pH 9,5,
conteniendo NaCl al 4% (p/v) y el aditivo alimentario acetato de cinc, en una
concentracion de 3 g/L (3000 ppm) y en una relacion solido/liquido 1:3, durante 6
dias, a una temperatura ambiente de 25 + 3°C.

Etapa D: lavados. Inmersion de las aceitunas en agua del grifo durante 60 h, con
cambio de agua cada 12 h (5 lavados).

Etapas E y F: envasado en salmuera de acondicionamiento y tratamiento

térmico de conservacion.
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Llenado de botes de vidrio de 370mL de capacidad con unos 156 g de frutos y unos
180 mL de una mezcla buffer 0,1 M acético/acetato a pH 4,3 y conteniendo un 4%

(p/v) de NaCl a una temperatura de 70°C y pasterizacion a 80°C durante 8 min.

Con este segundo ejemplo se realiza una primera optimizacion de las condiciones del
tratamiento. Se ha puesto de manifiesto que el pH optimo para la formacion de los
complejos metaloclorofilicos depende del tipo de sustrato clorofilico. En el caso de
clorofilas y derivados que contengan Mg?, la reaccién de complejacién es mas réapida a
pH &cido, ya que estas condiciones favorecen el intercambio del Mg®* por 2H" y de los
2H* por Zn?*. En cambio, existen referencias bibliograficas que demuestran que en
vegetales tratados térmicamente, donde todos los derivados clorofilicos son del tipo
feofitinas (libres de Mg?") la formacién de los complejos con Zn** se intensifica a pH
alcalino. En este ejemplo, las etapas A y B se realizan por separado a distintos valores
de pH, con objeto de disminuir el tiempo de tratamiento con la sal de cinc. El fruto se
somete a un primer tratamiento &cido a pH 4 para provocar la feofitinizacion de los
sustratos clorofilicos (figura 3), seguido de un segundo tratamiento con salmuera basica
tamponada a pH 9,5, en presencia de 3 g/L (3000 ppm) de iones Zn*. En tan s6lo 6
dias de tratamiento con la sal de cinc se consigue la formacién un 74,37% de
complejos de cinc (figura 3 y tabla 1) y una consecuente estabilizacién del color verde,
medida a partir del pardmetro a*, con un valor de -1,53. Los frutos se someten a 5
lavados para reducir el contenido en cinc y finalmente se envasan en salmuera &cida y
se pasterizan. Los complejos formados son estables al tratamiento térmico y se
mantiene estable el color verde, pero el contenido en cinc del producto fue de 0,5 g/kg

(503,22 ppm), superando los limites legalmente establecidos.

Ejemplo n° 3: Producto pasterizado elaborado en tres etapas

1. Etapa A: tratamiento con solucidén &cida tamponada.Tratamiento de aceitunas
verdes de mesa elaboradas al estilo castelvetrano en una solucion buffer de
lactico/NaOH a una concentracion 0,1M y pH 4, conteniendo NaCl al 4% (p/v), y en
una relacion solido/liquido 1:3 durante 9 dias, a temperatura ambiente de 25 + 3°C.

2. Etapas B y C: tratamiento con sal de zinc en una solucién basica tamponada.
Inmersion de los frutos en una mezcla buffer 0,1M de glicina/NaOH a pH 9,5,
conteniendo NaCl al 4% (p/v) y el aditivo alimentario acetato de cinc en
concentraciones de 0,08 g/L; 0,1g/L; 0,12 g/L; y 0,14 g/L (80, 100, 120, y 140 ppm) y

en una relacion solido/liquido 1:1, durante 48h a temperatura ambiente.
18
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Etapas E y F: envasado en salmuera de acondicionamiento y tratamiento
térmico de conservacion. Llenado de botes de vidrio de 370mL de capacidad con
unos 156 g de frutos y unos 180 mL de una mezcla buffer 0,1 M lactico/NaOH a pH
4,3 y conteniendo un 6% (p/v) de NaCl a una temperatura de 70°C y pasterizacion a
80°C durante 6 min.

En este tercer ejemplo se reduce la cantidad de cantidad de sal de cinc empleada, lo
que permite eliminar la etapa de lavado, sin embargo no se consigue una adecuada
estabilizacion del color verde, manteniéndose los valores de a* entre 0,30 y -0,35 en

funcion de la cantidad de cinc adicionada (tabla 1).

Ejemplo n° 4: Producto esterilizado elaborado en dos fases

1)

2)

Etapa A: tratamiento con solucién acida tamponada.

Tratamiento de aceitunas verdes de mesa elaboradas al estilo castelvetrano en una
solucion buffer de lactico/NaOH a una concentracién 0,1M y pH 4, conteniendo NaCl
al 6% (p/v), y en una relacion solido/liquido 1:3, durante 9 dias, a temperatura
ambiente de 25 + 3°C.

Etapas B, C, E y F: envasado en salmuera de acondicionamiento a pH basico
tamponado, adicién de sal de cinc y tratamiento térmico de esterilizacion.
Llenado de botes de vidrio de 370mL de capacidad con unos 156 g de frutos y unos
180 mL de la mezcla buffer 0,1 M de glicina/NaOH a pH 9,5, conteniendo un 4% (p/v)
de NaCl y el aditivo alimentario acetato de cinc en concentraciones de 0,08 g/L;
0,1g/L; 0,12 g/L;y 0,14 g/L (80, 100, 120, y 140 ppm) y en una relacién solido/liquido
1:1, dejando un espacio de cabeza de al menos 2 mL. Después de 48h de equilibrio
se realiza un tratamiento térmico de esterilizacion técnica para al menos 15Fo (43
min a 117°C).

En este cuarto ejemplo se realiza una optimizacién adicional combinando las etapas B, C

y E con un tratamiento térmico de esterilizacion. De esta forma se reduce la cantidad del

aditivo empleada a < 0,14 g/L (140 ppm), se eliminan los lavados y se reduce el tiempo

total de elaboracién del producto. Después de la etapa de tratamiento con buffer &cido a

pH 4 durante 9 dias, que provoca un porcentaje de feofitinizacion en los sustratos

clorofilicos de al menos el 95% (figura 3), los frutos se envasan en una mezcla buffer a

pH 9,5 conteniendo diferentes cantidades de cinc y se someten a tratamiento térmico de

esterilizacién de 15Fo. Inmediatamente después del tratamiento térmico ya se consigue
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la formacion de un alto porcentaje de complejos de cinc (> 43%) y una estabilizacion del

color verde (a* entre -4,28 y -5,00) (Figura 3 y tabla 1). Aunque todos los tratamientos

consiguen la deseada mejora/estabilizacion del color verde, Unicamente los tratamientos

con 0,08 g/L y 0,1g/L (80 y 100 ppm) de acetato de cinc mantienen una cantidad de cinc

en el producto acabado inferior a la legalmente admitida de 0,075 g/L (75 ppm) (tabla 1).

El producto estaria listo para su comercializaciéon en 10 dias y a diferencia de los

productos de este tipo de elaboracion de aceitunas tratadas térmicamente actualmente

disponibles en el mercado, el color puede seguir evolucionando favorablemente durante

el almacenamiento del producto a temperatura ambiente.

Ejemplo n° 5: Producto esterilizado elaborado en dos fases

1)

2)

Etapas A y B: tratamiento con sal de cinc en una solucién acida tamponada.
Tratamiento de aceitunas verdes de mesa elaboradas al estilo castelvetrano en una
solucion buffer de lactico/NaOH a una concentracién 0,1M y pH 4, conteniendo NacCl
al 4% (p/v) y 0,1 g/L (100 ppm) del aditivo alimentario acetato de cinc. La relaciéon
solido/liquido es de 1:1, y el tratamiento de 9 dias a temperatura ambiente de 25 +
3°C.

Etapa C, E, y F: envasado en salmuera de acondicionamiento a pH basico
tamponado y tratamiento térmico de esterilizacion.

Llenado de botes de vidrio de 370mL de capacidad con unos 156 g de frutos y unos
180 mL de la mezcla buffer 0,1 M de glicina/NaOH a pHs 9 y 9,5, conteniendo un
4% (p/v) de NaCl, en una relacion solido/liquido 1:1, dejando un espacio de cabeza
de al menos 2mL. Después de 48h de equilibrio se realiza un tratamiento térmico de

esterilizacion técnica para al menos 15Fo (43 min a 117°C).

En este quinto ejemplo se realiza una optimizacién adicional combinando las etapas
Ay B (tratamiento en solucién acida tamponada y tratamiento con sal de cinc). De
esta forma se consigue reducir ain mas la cantidad de cinc que es incorporada al
producto a < 40 ppm (tabla 1), formandose una cantidad de complejos
metaloclorofilicos de cinc inferior a la del ejemplo anterior (entre 15 y 23%) pero
suficiente para estabilizar el color verde, con un valor de a* entre -2,54 y -3,26. En
este caso, al adicionar el cinc en la etapa del tratamiento &cido, el grado de
feofitinizacién de los pigmentos clorofilicos fue inferior, manteniéndose después del

tratamiento térmico un 20% de los complejos nativos con magnesio.

20



10

15

20

25

30

35

ES 2627 728 Bl

REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos que comprende:

- tratamiento de los productos vegetales con al menos un compuesto de cinc

- tratamiento de los productos vegetales procedentes de la etapa anterior con una solucién
basica tamponada

- tratamiento térmico de conservacion

y caracterizado porque los productos vegetales se someten a un tratamiento con una
soluciéon éacida tamponada que tiene lugar antes del tratamiento con la solucién basica

tamponada.

2.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segln la reivindicacion 1, caracterizado

porgue la propiedad organoléptica a optimizar es el color verde.

3.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun las reivindicaciones 1 y 2,
caracterizado porque el compuesto de cinc es una sal de cinc que se selecciona entre
acetato de cinc, bisglicinato de cinc, cloruro de cinc, citrato de cinc, gluconato de cinc,
lactato de cinc, 6xido de cinc, carbonato de cinc, sulfato de cinc o combinaciones de las

mismas.

4.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun la reivindicacion 3, caracterizado
porque el tratamiento con la sal de cinc consiste en poner en contacto los productos
vegetales con una solucién de la sal de cinc de concentracion comprendida entre 0,005y 3
g/L, en una relacion solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v) durante un periodo de tiempo

comprendido entre 5 min y 1 afio, y a una temperatura entre 15°C y 129 °C.

5.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, caracterizado porque la solucion basica tamponada se selecciona entre un solucion
tamponada de borato, tris(hidroximetillaminometano, glicina, fosfato o carbonato o

combinaciones de los mismos.
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6.- Procedimiento para la optimizacibn de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segln la reivindicacion 5, caracterizado
porque el tratamiento con la solucion bésica tamponada consiste en poner en contacto los
productos vegetales con la solucion en una concentracion igual o superior a 0,1M, en una
relaciéon solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v), durante un periodo de tiempo

comprendido entre 5 min y 1 afio, y a una temperatura entre 15°C y 129 °C.

7.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6, caracterizado porque la solucién acida tamponada se selecciona entre los acidos
acético, ascorbico, benzoico, citrico, lactico, malico, propanoico, succinico, o combinaciones

de los mismos.

8.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segln la reivindicacion 7, caracterizado
porque el tratamiento con la soluciéon acida tamponada consiste en poner en contacto los
productos vegetales con la solucion en una concentracion igual o superior a 0,1M, en una
relacion solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v), durante un periodo de tiempo comprendido

entre 1 miny 10 dias, a una temperatura entre 15°C y 90°C.

9.- Procedimiento para la optimizaciébn de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun las reivindicaciones 7 y 8,
caracterizado porque el tratamiento con la solucién acida tamponada tiene lugar antes del

tratamiento con la sal de cinc.

10.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun las reivindicaciones 7 y 8,
caracterizado porque el tratamiento con la solucion acida tamponada tiene lugar al mismo

tiempo que el tratamiento con la sal de cinc.

11.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 9, caracterizado porque el tratamiento con la solucién basica tamponada tiene lugar al

mismo tiempo que el tratamiento con la sal de cinc.
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12.- Procedimiento para la optimizacibn de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun la reivindicacion 11, caracterizado
porgue el tratamiento con la solucién basica tamponada tiene lugar al mismo tiempo que el

tratamiento con la sal de cinc y al mismo tiempo que un tratamiento térmico de esterilizacion.

13.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 12 caracterizado porgue incluye adicionalmente al menos una de las siguientes etapas:

- lavado de los productos vegetales

- envasado en salmuera

14.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos seglin una cualquiera de las reivindicaciones

1 a 13, caracterizado porgue los productos vegetales son aceitunas verdes de mesa.

15.- Procedimiento para la optimizacibn de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun la reivindicaciénl4, caracterizado
porque los productos vegetales son aceitunas verdes de mesa procesadas mediante

tratamiento alcalino y sin fermentacion.

16.- Procedimiento para la optimizacibn de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun la reivindicacionl5, caracterizado
porque las aceitunas verdes de mesa procesadas mediante tratamiento alcalino y sin
fermentacion se someten a:

- tratamiento con solucion acida tamponada de lactico/NaOH a una concentracién igual o
superior a 0,1M y pH igual o inferior a 5, y en una relacién solido/liquido igual o superior a
1:1, y conteniendo NaCl en una proporcién entre 3 y 6%, durante un tiempo entre 1 miny
10 dias, y a unatemperatura entre 15°C y 90°C.

- tratamiento con acetato de cinc durante un tiempo comprendido entre 5 min y 1 afio, y a
una temperatura entre 15°C y 129 °C, en una concentracion entre 0,05 g/L y 0,5 g/L, y en
una relacion sélido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v).

- tratamiento con solucién béasica tamponada de glicina/NaOH, en una concentracién igual o
superior a 0,1M y pH entre 8 y 10, en una relacion solido/liquido igual o superior a 1:1 (p/v) y
durante un periodo de tiempo comprendido entre 5 min y 1 afio, y a una temperatura entre
15°Cy 129 °C.
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- lavado de las aceitunas verdes con agua durante un tiempo entre 3 y 24h, y en un numero
de lavados entre 0 y 5, en funcién de la concentracion de cinc empleada en un tratamiento
anterior.

- envasado en una salmuera de NaCl en una concentracion entre 3 y 6%.

- tratamiento térmico que se selecciona entre una esterilizacion para 15 Fo, a una
temperatura entre 117°C y 129°C y tiempo entre 5 y 43 min 0 una pasterizacion a 80°C, en

un tiempo entre 6 y 14 min.

17.- Procedimiento para la optimizacion de propiedades organolépticas en productos
vegetales que contienen pigmentos clorofilicos segun la reivindicacion 16, caracterizado
porque:

- el tratamiento con la solucion acida tamponada de lactico/NaOH tiene lugar a pH igual a 4,
en una relacion sélido — liquido 1:3 (p/v), conteniendo NaCl al 4% (p/v) durante 9 dias y a
una temperatura de 30°C

- el tratamiento con acetato de cinc se hace a una concentracion de 0,1 g/L y de forma
simultdnea al tratamiento con la solucién basica tamponada, que tiene lugar a un pH igual a
9,5, incluye NaCl al 4%, y dura un periodo de 48h de equilibrio a una temperatura de 30°C,

seguido de 43min de esterilizacién a 117°C.

18.- Aceitunas verdes de mesa procesadas mediante tratamiento alcalino y sin fermentacién
y preparadas mediante un procedimiento segun se define en las reivindicaciones 16 y 17,
caracterizadas porque presentan simultaneamente un porcentaje de complejos Zn-clorofilas
comprendido entre 15% y 75% y menos del 0,0075% de Zn.
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