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Resumen

RESUMEN

El sector agroalimentario se ha dedicado, desde siempre, a la obtencién de
productos ligados a la tierra siguiendo las costumbres y las tradiciones que le son
propias. En este sentido, la elaboracion del aceite de oliva es un claro ejemplo de este
tipo de productos. Las mejoras tecnolégicas conjuntamente con los esfuerzos de las
personas implicadas, cada vez mas cualificadas, asi como el control y la difusién de los
Consgjos Reguladores de las Denominaciones de Origen han dado como resultado una
importante mejora en la calidad del aceite de oliva que se comercializa como aceite de

oliva virgen extra.

En este contexto, en el presente trabajo se han propuesto varios objetivos. En
una primera etapa, se procedié aevaluar la influencia de la variedad y del grado de
madurez de las aceitunas, asi como de los efectos agroclimaticos de suelo, clima y
paisaje, sobre la calidad del aceite de oliva virgen extra. En una segunda etapa, el
objetivo fue estudiar nuevas estrategias que permitan la mejora del proceso de
conservacion del aceite de oliva. Para ello se determinaron los efectos de la temperatura,
la ausencia de luz y la utilizacion de una atmosfera modificada sobre la calidad del
aceite de oliva. Ademas, como propuesta innovadora, también se evalud el efecto de la
eliminacion parcial o total del oxigeno presente en la matriz del aceite de oliva mediante
la aplicacion de ultrasonidos (US) de potencia. Finalmente, la terceray ultima linea de
trabgjo se centr6 en evaluar el posible aprovechamiento de los subproductos de
almazara, como fuente de compuestos bioactivos. En concreto, se estudio la aplicacion
de los US de potencia como mecanismo para favorecer la extraccion de compuestos
antioxidantes a partir del orujo de almazara El proceso de extracciéon se llevo acabo
utilizando un disolvente no téxico y a baa temperatura, potenciando de esta forma el

posible uso alimentario de los extractos como ingredientes funcionales.

En la primera fase del trabajo, se consideraron las variedades de aceituna
autorizadas por la DO "Oli de Mallorca" (arbequina, picual y empeltre) recogidas
manual mente en diferentes estados de madurez: verde (aceituna totalmente verde), en
envero (aceituna mitad verde, mitad morada) y madura (aceituna totalmente morada).
Se elaboraron los diferentes aceites mediante el sistema Abencor, y posteriormente se
analizaron los principales pardmetros fisico-quimicos de calidad: grado de acidez (GA),
indice de perdxidos (IP) y coeficientes de extincion K ,,, y K,,,, ademés de analizar el

perfil de é&cidos grasos, el perfil fendlico y el contenido en fendlicos totales (FT), la
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capacidad antioxidante, la estabilidad oxidativa, y las coordenadas de color dentro del
espacio CieLab. Por ultimo, y para terminar de definir la calidad global del aceite de
oliva también se llevo a cabo el andlisis sensorial de todas las muestras. Mediante la
aplicacion de un andlisis multivariable de los diferentes pardmetros analizados se pudo
visualizar la importancia tanto del efecto varietal como del estado de madurez de la

aceituna, sobre las propiedades fisico-quimicas y organolépticas del aceite de oliva.

Todos los aceites analizados, tomando en consideracion los parametros de
calidad que definen la categoria del aceite de oliva, independientemente del grado de
madurez de las aceitunas de procedencia, se clasificaron dentro de la categoria virgen
extra (de acuerdo con el Reglamento CEE 2568/91). No obstante, los parametros GA y
K.,, experimentaron un ligero incremento a medida que aument6 el grado de madurez
de las aceitunas. En cuanto a perfil de acidos grasos de los diferentes aceites
analizados, para una misma variedad de aceituna, no se observaron diferencias
significativas (p < 0,05) en los porcentajes de acidos grasos como €l oleico, el estearico,
el linolénico o el araquidico, presentes en los aceites obtenidos a partir de aceitunas de
diferente grado de maduracion. En cambio, si hubo importantes diferencias en funcion
de la variedad, siendo el aceite de oliva de la variedad picual el que exhibi6 los
porcentajes mas elevados de &cido oleico (~ 79%), seguido del aceite de la variedad
arbequina (~ 67%) y de la variedad empeltre (~ 65%). No obstante, para los aceites de
las distintas variedades analizadas, si se apreciO una ligera pero significativa
disminucion del porcentaje de acido palmitico, durante el proceso de maduracion de las
aceitunas. En cambio, el &cido linoleico present6 una tendencia inversa al palmitico,
incrementando ligeramente su porcentaje a medida que el aceite de oliva provenia de
aceitunas mas maduras. Como resultado de estos cambios en la composicion de &cidos
grasos, se detect6 un ligero descenso en la relacion entre acidos grasos mono- y poli-

insaturados (MUFA/PUFA) paratodas las variedades de aceite analizadas.

Respecto al os valores de FT, capacidad antioxidante (analizada mediante las
técnicas CUPRAC, ABTS y FRAP) y la estabilidad oxidativa, se observd como para las
variedades arbequina y picual, estos pardmetros presentaron valores maximos en
aceites elaborados ap artir de aceitunas en envero. Sin embargo para la variedad
empeltre, se observé como el contenido en FT, asi como la capacidad antioxidante y la
estabilidad oxidativa disminuyeron a medida que aumenté el grado de madurez de las

aceitunas. Las variedades estudiadas se caracterizaron por una elevada presencia de
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compuestos fendlicos, en particular oleuropeina aglicona, luteolina aglicona,
oleuropeina y pinoresinol, siendo en general, e independientemente del grado de
madurez, la variedad empeltre la que presentd los valores mas elevados de estos

compuestos.

Por otra parte, el andlisis sensorial mostré como los atributos frutado, amargo y
picante fueron los mas caracteristicos de los aceites de las variedades arbequina y
picual, mientras que para la variedad empeltre, el atributo amargo fue el mas
representativo, en particular del aceite procedente de aceitunas en envero. En general,
no se observaron diferencias significativas (p < 0 ,05) para los diferentes atributos
positivos a medida que aumentd el grado de madurez de las aceitunas. También es
interesante destacar que no se detectara defecto alguno en ninguno de los aceites

analizados.

Los tres tipos de aceites de oliva elaborados a partir de las variedades arbequina,
picual y empeltre se distribuyeron en tres grupos diferenciados, como resultado de la
aplicacion del andlisis de componentes principales (ACP) sobre las caracteristicas
fisico-quimicas y sensoriales de estos. Mediante el CP1, correlacionado positivamente
con el atributo positivo de dulce y de forma negativa con los FT, los atributosfrutado,
picante y astringente y la coordenada de color &, pudo explicarse un 45,8 % de la
variabilidad total. Por su parte el CP2, representando un 19,8 % de dicha variabilidad,
quedd definido positivamente por el GA y el parametro K,,, y negativamente por la
estabilidad oxidativa y el ratio MUFA/PUFA. Adicionalmente, gracias a tercer
componente principal (CP3) permitié recoger otro 12,8 % de la variabilidad total de la
base de datos de los aceites de oliva objeto de estudio, presentando una correlacion
negativa con las variables de capacidad antioxidante (ABTS) y los FT y una correlacién
positiva con el IP, las coordenadas de color L* y b* y el parametro C*. Globalmente,
los resultados indican que la recoleccion en la etapa del envero parece ser la mas idonea
para la elaboraciéon del aceite de oliva, ya que en ella se llega aun mayor equilibrio

entre los diferentes pardmetros que determinan la calidad del aceite de oliva.

En esta primera etapa, también se evalud el efecto que ejercen las caracteristicas
agroclimaticas del olivar sobre la calidad del aceite de oliva. Para este estudio, se
consideraron tres olivares de edad similar, situados en diferentes puntos de la Isla de

Mallorca, en los cuales predomina la variedad de aceituna arbequina. En cada uno de
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ellos se tomaron muestras de aceituna en diferentes estados de madurez, asi como

muestras de suelo, y se registraron las condiciones climaticas y de paisaje.

Mediante la aplicacion de un andlisis multivarible, los tres primeros
componentes principales resultantes de la aplicacion de ACP identificaron
conjuntamente los diferentes patrones de comportamiento de los olivares en base a sus
condiciones agrocliméticas, explicando el 71 % de la varianza total de los pardmetros
analizados. Los resultados indicaron que los aceites de oliva elaborados en los olivares
menos lluviosos y de mayor elevacion sobre el nivel del mar fueron los que presentaron
el contenido més alto en FT, mayor capacidad antioxidante y mayor estabilidad frente a
la oxidacion. En cambio, para un mismo olivar-muestra no se observaron diferencias
significativas (p > 0,05) entre los aceites elaborados con aceitunas en diferente estado

de madurez.

Como resultado de esta primera fase de la investigacion se ha propuesto una
metodologia capaz de diferenciar entre aceites de oliva, elaborados a partir de una
misma variedad de aceituna, con diferente procedencia geogréfica, en funcién de las
caracteristicas fisico-quimicas de los aceites y de los atributos agroclimaticos de la

zona, sin incluir e factor humano.

En la segunda etapa de este trabajo, se evaluaron diferentes estrategias para la
conservacion del aceite de oliva basadas en la utilizacion de una atmosfera inerte,
ausencia de luz y baja temperatura, incorporando una nueva técnica, innovadora en este
campo, basada en la aplicacién de un pretratamiento con US de potencia, con el fin de

desplazar el oxigeno disuelto en la matriz del aceite de oliva.

Este estudio se llevd acabo con dos tipos de aceite de oliva virgen extra; un
primer aceite caracterizado por su bajo GA bgo (0,15% &cido oleico), procedente de la
variedad arbequina, y un segundo tipo, procedente de la variedad empeltre,
caracterizado por un GA relativamente elevado (0,74% acido oleico), préximo al limite
legislado para la categoria virgen extra. En el estudio se determinaron los principales
parametros de calidad definidos en el Reglamento CEE 2568/91 (GA, IP y los
coeficientes de extincion K ,,, y K,,,), asi como el perfil de écidos grasos, el contenido
en fenoles totales, la estabilidad oxidativa, y se llevd6 acabo un exhaustivo andlisis
organol éptico tanto de los atributos positivos, como de los posibles atributos negativos,

durante un periodo de conservacion de 16 meses.
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Antes de iniciar el estudio de conservacién, se comprobd, ap artir del andlisis
inicial de las muestras pretratadas con US de potencia, como dicho tratamiento no
modificé de forma significativa las propiedades fisico-quimicas y sensoriales del aceite
de oliva, 1o cua permitio la incorporacion de las muestras tratadas con esta nueva

metodologia al estudio de conservacion.

A partir del estudio basado en el seguimiento de los diferentes pardmetros fisico-
quimicos y sensoriales de las muestras, durante un periodo de conservacion de 16
meses, pudo observarse como en el caso de trabajar con un aceite de oliva con valores
iniciales correspondientes a los pardmetros de calidad muy por debajo de los limites
establecidos para la categoria virgen extra (en particular, un bgjo GA: 0,1-0,2 % acido
oleico), el hecho de conservar el aceite de oliva en condiciones que minimizan las
reacciones de oxidacion (atmosfera inerte, ausencia de luz, baa temperatura y/o
mediante pretratameinto con US de potencia) no tuvo efectos significativos sobre la

calidad del mismo, durante al menos un periodo de 16 meses.

Sin embargo, cuando el aceite de oliva virgen extra desde un principio no es de
buena calidad (valores de los parametros de calidad, sobretodo el GA, préximos al
limite establecido par la categoria virgen extra), los procesos de conservacion en
atmosfera inerte o en ausencia de luz no fueron eficaces para el mantenimiento de la
calidad del aceite de oliva como virgen extra, mas al& de los cuatro meses de
almacenamiento. En este caso, solo la conservacion del aceite de oliva a baa
temperatura (con y sin pretratamiento con US) consiguié que el aceite de oliva se
mantuviera dentro de la categoria virgen extra, durante un periodo de como minimo 12

meses.

También es interesante destacar, en el caso de las muestras almacenadas a baja
temperatura con y sin pretratamiento con US de potencia, el hecho que las muestras
pretratadas con pulsos ultrasdnicos presentaran, en la parte fina del periodo de
almacenamiento, unos valores inferiores para el indice de peroxidos, una mayor

estabilidad oxidativa y una mayor intensidad del atributo frutado.

La conservacion del aceite de oliva a baja temperatura implica la aparicion de un
proceso cristalizacion de los triglicéridos que va en detrimento de la calidad del mismo.
No obstante, en los estudios de conservacion, llevados acabo con las variedades

arbequina y empeltre, se observé como las muestras pretratadas con US de potencia y
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conservadas a baja temperatura, presentaron una significativa reduccion del proceso de
cristalizacion de los triglicéridos, durante el periodo de almecenamiento. Este
descubrimiento, de claro interés industrial, dio lugar al a obtencién de una patente
(P25827ES00) con el fin de proteger la propiedad intelectual de esta nueva

metodol ogia.

Finalmente, en laterceray Ultima fase de la presente tesis doctoral, se evalud el
proceso de obtencion de extractos, a partir del orujo de almazara, con un alto contenido
en compuestos fendlicos y que presentaran una elevada capacidad antioxidante. La
metodologia aplicada para la extraccion se basé en la aplicacion US de potencia con la

finalidad de mejorar la eficacia del proceso.

En un estudio inicial se comprobd como un aumento de la potencia de la sonda
de US utilizada, provocaba un significativo aumento del contenido en compuestos
fendlicos extraidos apartir del orujo de almazara, utilizando una solucion etanol:agua
(1:1, v/v), con un ratio disolvente/soluto de 15/1 (mL/g), un tiempo de extraccion de 15

min y una temperatura de 20 °C.

Es interesante resaltar que la aplicacion de los US de potencia permitié la
utilizacion de una mezcla de disolventes de extraccion no toxicos y aptos para su uso en
la industria alimentaria (mezcla etanol/agua (1:1, v/v)), obteniéndose porcentgjes de
extraccion similares a los descritos en la bibliografia utilizando disolventes de gran

poder extractor pero elevada toxicidad, como por ejemplo el metanol.

Con €l fin de optimizar el proceso de extraccion de compuestos bioactivos a
partir del orujo de almazara se aplicoé la metodologia de superficie de respuesta (RSM),
utilizando como variables la potencia de US, el ratio disolvente/soluto y el tiempo de
extraccion. Todas las experiencias se llevaron a cabo auna temperatura controlada de

20 °C, utilizando una mezcla etanol:agua (1:1, v/v) como disolvente.

Se utiliz6 un disefio tipo Box-Behnken (BBD) para evaluar el efecto de las
variables independientes mencionadas: potencia de ultrasonidos (X, = 175 - 375 WI/L),
grado de ratio disolvente/soluto (X, = 5 - 25 mL/g) y tiempo de extracciéon (X, = 27 - 3

min).

L os datos experimentales obtenidos, mediante el BBD, relativos a la extraccién

de compuestos fendlicos (FT), asi como los correspondientes a la capacidad
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antioxidante de los extractos, determinada mediante las técnicas CUPRAC, y FRAP, se
gustaron de forma significativa au n modelo lineal (p < 0,05), capaz de explicar
satisfactoriamente el comportamiento del sistema y de predecir las respuestas en el
dominio experimental considerado. Por otra parte, para la capacidad antioxidante
evaluada mediante la técnica ABTS, los datos experimentales obtenidos se gjustaron de

forma significativa (p < 0,05) aun modelo cuadrético.

Las condiciones experimentales, resultantes de la aplicacion de la RSM, que
permitieron obtener el méaximo rendimiento en FT, asi como extractos de orujo de
almazara que exhibieran la mayor capacidad antioxidante, fueron los siguientes: 375
W/L de potencia ultrasonica, 25 mL/g en la relacion disolvente/soluto y un tiempo de

extraccion de 27 min.

La metodologia establecida para la extraccion de compuestos bioactivos a partir
de orujo de amazara, mediante asistencia ultrasonica, permite la extraccion de
compuestos termolabiles a bgja temperatura, utilizando un disolvente no téxico y con un
tiempo de extraccion significativamente menor que el utilizado en los procesos de

extraccion convencional realizados con agitacion mecanica.

Globalmente, el trabajo realizado durante la elaboracion de esta Tesis Doctoral
ha querido contribuir y apoyar, dentro de nuestras posibilidades, al sector oleicola de las
Islas Baleares, y en particular a los productores y elaboradores de aceite de la Isla de
Mallorca, mediante la caracterizacion del aceite de oliva procedente de las tres
variedades autorizadas por la DO 'Oli de Mallorca' (arbequina, picual y empeltre) en
funcion del grado de madurez de la aceitunay de los factores agroclimaticos propios de
los olivares de Mallorca. Ademas, se ha puesto a disposicion de los productores
adscritos a la DO "Oli de Mallorca", la nueva metodologia de conservacion del aceite
de oliva, que permite el almacenamiento abaja temperatura preservando las propiedades
fisico-quimicas y sensoriales del aceite, reduciendo de forma significativa, el proceso de
cristalizacion de los triglicéridos. Finalmente, se ha intentado aportar un procedimiento,
basado en la aplicaciéon de los US de potencia, que permita el aprovechamiento de los

residuos de almazara, contribuyendo de esta forma ala revalorizacién del producto.
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RESUM

El sector agroalimentari sha dedicat, des de sempre, al 'obtencié de productes
[ligats a la terra seguint els costums i les tradicions que li son propies. En aquest sentit,
I'elaboracio de I'oli d'oliva és un clar exemple d'aquest tipus de productes. Les millores
tecnoldgiques conjuntament amb els esforgcos de les persones implicades, cada vegada
meés qualificades, aixi com el control i la difusi6 dels Consells Reguladors de les
Denominacions d'Origen han donat com aresultat una important millora en la qualitat

de I'oli d'oliva que es comercialitza com oli d'oliva verge extra.

En aquest context, el present treball shan proposat diversos objectius. En una
primera etapa es va procedir a avaluar la influencia de la varietat i del grau de maduresa
de les olives, aixi com dels efectes agro-climatics de sol, clima i paisatge, sobre la
qgualitat de I'oli d'oliva verge extra. En una segona etapa, |'objectiu va ser el d'estudiar
noves estratégies que permetin la millora del procés de conservacié de I'oli d'oliva. Per a
aixo es van determinar els efectes de la temperatura, I'abséncia de llum i la utilitzacio
d'una atmosfera modificada sobre la qualitat de I'oli d'oliva. A més, com aproposta
innovadora, també es va avaluar l'efecte de I'eliminacié parcial o total de l'oxigen
present dintre de la matriu de I'oli d'oliva mitjancant |'aplicacié d'ultrasons (US) de
potencia. Finalment, la tercera i darrera linia de treball, es va centrar en avaluar el
possible aprofitament dels subproductes de la industria oleicola, com a font de composts
bioactius. En concret, es va estudiar I'aplicacié d'US de potencia com a mecanisme per
afavorir |'extraccié de compostos antioxidants ap artir de la piyolada. El procés
d'extraccié es va dur aterme a baixa temperatura i utilitzant un dissolvent no toxic,
potenciant d'aquesta forma el possible Us alimentari dels extractes com ai ngredients

funcionals.

En la primera fase del treball, es van considerar les varietats d'oliva autoritzades
per laDO " Oli de Mallorca" (arbequina , picual i empeltre) recollides manualment en
diferents estats de maduresa: verd (oliva totalment verda), semi madura (oliva meitat
verd, meitat morada) i madura (oliva totalment morada). Els olis es van elaborar
mitjangant el sistema Abencor, i, posteriorment, es van analitzar els principals
parametres fisicoquimics de qualitat: grau d'acidesa (GA), index de peroxids (IP) i
coeficients d'extincio K., i K,,,, a més d'analitzar el perfil de acids grassos , el perfil
fenolic i el contingut en fendlics totals (FT), la capacitat antioxidant, |'estabilitat

oxidativa, i les coordenades de color dins de I'espai CIELAB. Finalment, i per acabar de
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definir la qualitat global de l'oli d'oliva també es va dur a terme I'andlisi sensorial de
totes les mostres. Mitjancant I'aplicacié d'una andlisi multivariable dels diferents
parametres analitzats es va poder visualitzar la importancia tant de I'efecte varietal com
de I'estat de maduresa de I'oliva, sobre les propietats fisicoquimiques i organoléptiques

de I'oli d'oliva

Tots €els olis analitzats, considerant els parametres de qualitat que defineixen la
categoria de l'oli doliva, independentment del grau de maduresa de les olives de
procedencia, es van classificar dintre de la categoria verge extra (d'acord amb el
Reglament CEE 2568/91). Malgrat aix0, en general els parametres GA i K,,, van
augmentar a mesura que el grau de maduresa de les olives augmentava. En quant al
perfil d' acids grassos dels diferents olis analitzats, per a una mateixa varietat d'oliva, no
es van observar diferencies significatives (p < 0,05) en els percentatges d'acids grassos
com l'oleic , I'estearic , €l linolénic i |I' araquidico presents en els olis obtinguts a partir
d'olives de diferent grau de maduracié. En canvi, si hi va haver importants diferencies
varietals, sent I'oli d'oliva de la varietat picual el que va exhibir els percentatges més
elevats d'acid oleic (~ 79%), seguit de I'oli de la varietat arbequina (~ 67%) i de la
varietat empeltre (~ 65%). No obstant, per als olis de les diferents varietats analitzades,
si que es va apreciar una lleugera pero significativa disminucié del percentatge d'acid
palmitic, durant el procés de maduracié de les olives. En canvi, I'acid linoleic, va
presentar una tendéncia inversa a palmitic, incrementant Ileugerament el seu
percentatge amesura que l'oli d'oliva provenia d'olives més madures. Com ar esultat
d'aquests canvis en la composicio d'acids grassos, es va detectar un lleuger descens en la
relacié entre acids grassos mono- i poli - insaturats (MUFA/PUFA ) per a totes les

varietats d'oli d'oliva analitzades.

Pel que fa als valors dels FT, capacitat antioxidant (analitzada mitjangant les
tecniqgues CUPRAC, ABTS i FRAP) i I'estabilitat oxidativa, es van observar com, per a
les varietats arbequina i picual, aquests parametres presentaren valors maxims en olis
elaborats ap artir d'olives semimadures. En canvi, per a la varietat empeltre, es va
observar una disminucié del contingut en FT, aixi com de la capacitat antioxidant i de
I'estabilitat oxidativa mesura que va augmentar el grau de maduresa de les olives. Les
varietats estudiades es van caracteritzar per una elevada presencia de compostos

fenolics, en particular oleuropeina aglicona, luteolina aglicona, oleuropeina i
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pinoresinol, essent en general, la varietat empeltre la que presenta els valors més elevats

d'aguests compostos, independentment del grau de maduresa de les olives.

D'adltra banda, l'andlisi sensorial va mostrar com els atributs fruitat d'oliva,
amarg i picant foren els més caracteristics dels olis de les varietats arbequina i picual,
mentre que per a la varietat empeltre, l'atribut amarg va ser el més representatiu,
concretament per a I'oli procedent d'olives semimadures. En general, no s'observaren
diferéncies significatives (p < 0,05) entre el diferents atributs positius a mesura que va
augmentar el grau de maduresa de les olives. També és interessant destacar el fet que no

es detectés cap defecte en cap dels olis analitzats.

Els tres tipus d'olis d'oliva elaborats a partir de les varietats arbequina, picual i
empeltre es van distribuir en tres grups diferenciats, com ar esultat de |'aplicacié de
['analisi de components principals (ACP) sobre les caracteristiques fisicoquimiques i
sensorials dels diferents olis. Mitjancant el CP1, correlacionat positivament amb
I'atribut positiu de dol¢ i de forma negativa amb els FT, els atributs fruitat d'oliva,
picant i astringent i la coordenada de color a*, va poder explicar el 458 % de la
variabilitat total. Per la seva banda el CP2, representant un 19,8 % d'aquesta variabilitat,
qgueda definit positivament pel GA i pel parametre K,,, i negativament per |'estabilitat
oxidativa i la relaci6 MUFA/PUFA. Addicionalment, gracies al tercer component
principal (CP3) va permetre recollir un altre 12,8% de la variabilitat total de la base de
dades dels olis d'oliva objecte d'estudi, presentant una correlacié negativa amb les
variables de capacitat antioxidant (ABTS) i els FT, i una correlacié positiva amb I'lP,
les coordenades de color L* i b*, i el parametre C*. Globalment, els resultats indiquen
que l'elaboracié de I'oli d'oliva procedent d'olives semimadures sembla ser la més
idonia, ja que en ella sarriba aun major equilibri entre els diferents parametres que

defineixen la qualitat de I'oli d'oliva.

En aguesta primera etapa, també es va avaluar l'efecte que exerceixen les
caracteristiques agroclimatiques de I'olivara sobre la qualitat de I'oli d'oliva. En aquest
estudi, es van considerar 3 oliverars d'edat similar, situats en diferents punts de I'llla de
Mallorca, en els quals predomina la varietat d'oliva arbequina. En cada un d'ells es van
prendre mostres d'oliva en diferents estats de maduresa, aixi com mostres de sol, i es

van registrar les condicions climatiques i de paisatge .
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Mitjancant I'aplicacio d'una andlisi multivarible, els tres primers components
principals resultants de |'aplicacio de ACP identificaren conjuntament els diferents trets
diferenciadors dels oliverars en base a les seves condicions agroclimatiques, explicant el
71% de lavarianciatotal dels parametres analitzats. Els resultats van indicar que els olis
d'oliva elaborats a partir d'oliverars menys plujosos i de major elevacio sobre el nivell
del mar van ser els que presentaren el contingut més at en FT, major capacitat
antioxidant i major estabilitat davant I'oxidaci6. En canvi, per aun mateix oliverar-
mostra no es van observar diferéncies significatives (p > 0,05) entre els olis elaborats

amb olives en diferent estat de maduresa.

Com ar esultat d'aguesta primera fase de la investigaci6é sha proposat una
metodologia capa¢ de diferenciar entre olis d'oliva, elaborats ap artir d'una mateixa
varietat d'oliva, en funcié de les caracteristiques fisicoquimiques dels olis i dels atributs

agroclimatiques de la zona, sense incloure-hi el factor huma .

Dins la segona etapa d'aquest treball, es van avaluar diferents estratégies per a la
conservacio de l'oli d'oliva basades en la utilitzacié d'una atmosfera inert, abséncia de
[lum i b aixa temperatura, a més d'incorporar una nova técnica, innovadora en aquest
camp, basada en I'aplicacié d'un pretractament amb US de poténcia, per tal de desplacar
['oxigen dissolt en la matriu de I'oli d'oliva i aixi minimitzar, encara més les reaccions

d'oxidacio.

Aquest estudi es va dur aterme amb dos tipus d'oli d'olivaverge extra, un primer
oli caracteritzat pel seu baix GA (0,15% &cid oleic), procedent de la varietat arbequina,
i un segon tipus, procedent de la varietat empeltre, caracteritzat per un GA relativament
elevat (0,74% acid oleic), el qua es troba proxim al limit legislat per a la categoria
verge extra. En l'estudi es van determinar els principals parametres de qualitat definits
en el Reglament CEE 2568/91, (GA, IP i els coeficients d'extincié K232 i K270) , aixi
com el perfil d'acids grassos, el contingut en fenols totals, I'estabilitat oxidativa, aixi
com un exhaustiu analisi organoléptic tant dels atributs positius, com dels possibles

atributs negatius, durant un periode de conservacié de 16 mesos.

Abans d'iniciar I'estudi de conservacio, es va comprovar, a partir de |'analisi
inicial de les mostres pretractades amb US de poténcia, com aquest tractament no va

modificar de manera significativa les propietats fisicoquimiques i sensorials de I'oli
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d'oliva, la qual cosa va permetre la incorporacié de les mostres tractades amb aquesta

nova metodologia a I'estudi de conservacio .

A partir de I'estudi basat en el seguiment dels diferents parametres fisicoquimics
i sensorials de les mostres, durant un periode de conservacié de 16 mesos, es va poder
observar com en el fet de treballar amb un oli d'oliva amb valors inicials corresponents
als parametres de qualitat molt per sota dels limits establerts per al a categoria verge
extra (en particular un baix grau d'acidesa: 0,1-0,2 % acid oleic), €l fet de conservar I'oli
d'oliva en condicions que minimitzin les reaccions d'oxidacié (atmosfera inert, absencia
de Ilum, baixa temperatura i/o mitjancant un pretractament amb US de potencia) no va
tenir efectes significatius sobre la qualitat del mateix, durant almenys un periode de 16

mesos .

Malgrat aix0, quan l'oli d'oliva verge extra des d'un principi no es de tan bona
qualitat (valors dels parametres de qualitat, sobretot del grau d'acidesa, proxim la limit
establert per aquesta categoria), les metodologies de conservacid en atmosferainert o en
abséncia de llum no van ser eficaces per al manteniment de la qualitat de I'oli d'oliva
com verge extra, més enlla dels quatre mesos d'emmagatzematge. En aquest cas, nomeés
la conservacio a baixa temperatura (amb i sense pretractament amb US) va aconseguir
que l'oli d'oliva es mantingués dins de la categoria verge extra, almenys fins als 12

mesos.

Tambeé és interessant destacar, que en el cas de les mostres emmagatzemades a
baixa temperatura amb i sense pretractament amb US, les mostres en les quals s'’havia
fet un pretractament amb polsos ultrasonics presentaren, a fina del periode
d'emmagatzematge, uns valors inferiors per a l'index de peroxids, una major estabilitat

oxidativa, aixi com una mgjor intensitat de |'atribut fruitat d'oliva.

A més, la conservaci6 de l'oli doliva a baixa temperatura implica la
cristal-litzacié dels triglicerids, fet que va en detriment de la qualitat del mateix. En els
estudis de conservacid, duts a terme amb les varietats arbequina i empeltre, es va
observar com les mostres pretractades amb US de poténciai emmagatzemades a baixa
temperatura, van presentar un menor grau de cristal- litzaci6 dels triglicérids, al llarg del
periode de conservaci6. Aquest descobriment, de clar interés industrial, va donar lloc a
['obtencié d'una patent (P25827ES00) per tal de protegir la propietat intel-lectual

d'aquesta nova metodologia .
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Finalment, dins la darrera fase de la present tesi doctoral, es va avaluar el procés
d'obtencid d'extractes, amb un alt contingut en compostos fendlics i elevada capacitat
antioxidant, a partir de la pinyolada, residu solid procedent de obtenci6 de I'oli d'oliva.
La metodologia aplicada per a I'extraccié es basa en I'aplicacio US de poténcia amb la

finalitat de millorar I'eficacia del procés .

En un estudi inicial es va comprovar com un augment de la poténcia d'US,
aplicat mitjancant una sonda d'ultrasons, provocava un augment significatiu del
contingut en compostos fenolics extrets ap artir de la pinyolada, utilitzant com a
dissolvent una solucio etanol:aigua (1:1 , v/v) , amb unarelaci6 dissolvent/solut de 15/1

(mL/g), un temps d'extraccio de 15 min i unatemperatura controlada de 20 ° C.

Es interessant remarcar que l'aplicacié dels US de poténcia va permetre la
utilitzacié d'una barreja de dissolvents d'extraccié no toxics i aptes per a seu (s en la
industria alimentaria, obtenint percentatges d'extraccié semblants als descrits en la
bibliografia utilitzant dissolvents de gran poder extractor, pero elevada toxicitat, com el

metanol.

Per tal d'optimitzar el procés d'extraccié de compostos bioactius a partir d'aquest
subproducte de tafona es va aplicar la metodologia de superficie de resposta (RSM),
utilitzant com a variables la poténcia d'US, la relaci6 dissolvent/solut i el temps
d'extraccid. Totes les experiéncies es van dur aterme auna temperatura controlada de

20 ° C, utilitzant unabarreja etanol:aigua (1:1, v/v) com adissolvent.

Es va aplicar un disseny tipus Box-Behnken ( BBD ) per avaluar I'efecte de les
variables independents esmentades: poténcia d'ultrasons ( X, = 175-375 W/ L), grau de

dilucio dissolvent/solut (X, = 5-25 mL/g) i temps d'extracci6 ( X, = 3-27 min) .

Les dades experimentals obtingudes, mitjancant el BBD, relatives a |'extraccio
de compostos fenolics (FT) , aixi com les corresponents a la capacitat antioxidant dels
extractes, determinada mitjancant les técniques CUPRAC i FRAP, es van agjustar de
forma significativa amb un model lineal (p < 0,05), capa¢ d'explicar satisfactoriament el
comportament del sistema i de preveure les respostes dins del domini experimental
considerat. D'altra banda, per a la capacitat antioxidant avaluada mitjancant la técnica
ABTS, els valors experimentals obtinguts es van ajustar de forma significativa (p <

0,05) aun model quadratic .
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Les condicions experimentais, extretes de I'aplicaci6 de la RSM, que
maximitzaren el rendiment d'extraccié de composts fendlics, aixi com d'extractes que
exhibissin la major capacitat antioxidant a partir de la pinyolada, van ser els seglents:
375 WI/L de potencia ultrasonica , 25 ml/g en la relacié dissolvent/solut i un temps

d'extracci6 de 27 min .

La metodologia establerta per a |'extraccié de compostos bioactius a partir de la
residu solid de tafona, mitjangant assisténcia d'US de potencia, permet I'extraccio de
compostos termolabils a baixa temperatura, utilitzant un dissolvent no toxic i amb un
temps d'extraccié significativament menor que l'utilitzat en processos de extraccio

convencional realitzats amb agitacié mecanica .

Globalment, el treball realitzat durant I'elaboracié d'aquesta Tesi Doctoral ha
volgut contribuir i donar suport, dintre de les nostres possibilitats, al sector oleicola de
les Illes Balears, i en particular als productors i elaboradors d'oli de I'illa de Mallorca,
mitjancant la caracteritzacio de I'oli d'oliva procedent de les tres varietats autoritzades
per la DO "Oli de Mallorca" (arbequina, picual i empeltre) en funcié del grau de
maduresa de l'oliva i dels factors agroclimatiques propis dels olivaras de Mallorca. A
més, sha posat a disposicio dels productors adscrits ala DO "Oli de Mallorca", la nova
metodologia de conservacié de l'oli d'oliva, que permet I'emmagatzematge a baixa
temperatura preservant les propietats fisicoquimiques i sensorials de I'oli, i reduint, de
manera significativa, el proces de cristal-litzacié dels triglicérids. Finalment, sha
intentat aportar un procediment, basat en I'aplicacio dels US de poténcia, que permeti
I'aprofitament dels residus d'aquesta industria, contribuint d'aquesta manera a la

revaloritzacio del producte.
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Abstract

ABSTRACT

Historically, the food-processing sector has been focused on the development of
products linked to the land, following their own customs and traditions. In this sense,
the elaboration of the olive oil is a clear example of such products. The technological
improvements, together with the efforts of the implied people, increasingly qualified, as
well as the control and the diffusion of the Regulatory Councils of the Appellation of
Origin (AO) have achieved an important improvement of the overall quality of the olive

oil commercialized as extravirgin olive oil.

In this context, the present work has different objectives. Thus, on afirst stage, the
aim was to evaluate the influence of the olive's variety and ripening degree, as well as
the influence of the agroclimatic conditions, including soil, climate and landscape, on
the quality of the extravirgin olive oil. On a second stage, the objective was to develop
new strategies in order to maintain the quality of the olive oil during the conservation
process. Thus, the effects of different parameters such as low temperature, darkness and
modified atmospheres on the quality of the olive oil were determined. In addition, as
part of an innovative strategy, the effect of the partial or total elimination of the oxygen
from the olive oil counterfoil by means of the application of power ultrasounds (US)
was evaluated. Finally, the third objective was focused on the evaluation of the possible
revalorization of by-products from olive oil mill waste, as as ource of bioactive
compounds. In particular, the application of power US to improve the extraction process
of antioxidant compounds from the olive oil mill waste was investigated. The extraction
process was carried out using a non-toxic solvent and at low temperature, promoting the

possible use of the extracts as functional ingredients.

In the first phase of this work, the olive varieties authorized by the AOP "Oli de
Mallorca" (arbequina, picual and empeltre), gathered manually at different states of
maturity: green (green olives), in "envero" (half green and half purple olives) and
mature (completely purple olive), were considered. The different oils were elaborated
using the Abencor system, and the main physicochemical parameters were analyzed:
free acidity (GA), peroxide index (IP) and extinction coefficients K,,, and K,,,
Moreover, the fatty acids profile, the total phenolic content (FT) and the phenolic
profile, the antioxidant capacity, the oxidative stability, and the color coordinates
(CieLab*) were also determined. Finally, in order to assess the global quality of the

olive oil, asensory analysis was also carried out. By means of a multivariable analysis
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including al the analyzed parameters, the relative importance and the influence of, both,
the olive variety as well as its maturity state, on the physicochemical and sensory

properties of the olive oils could be established.

All the oils analyzed, considering the quality parameters that define the olive oil
category, regardless of the maturity of the olives, were classified within the category of
extra virgin (according to EEC Regulation 2568/91). However, the parameters GA and
K270 underwent a slight increase as the maturity of the olives augmented. Regarding
the fatty acids profile of the different oils analyzed, for the same olive variety, there
were significant differences (p < 0.05) in the percentage of fatty acids such as oleic,
stearic, linolenic and arachidic acids, present in the oils obtained from olives at different
stages of maturation. In addition, there were important varietal differences, the picual
olive oil exhibited the highest percentage of oleic acid (~ 79 % ), followed by arbequina
(~ 67 %) and empeltre (~ 65 %) varieties. Also, for oils of the same variety, a slight but
significant decrease in the percentages of palmitic acid was observed during the
maturation process of the olives. In contrast, the linoleic acid, presented areverse trend,
increasing slightly as the olive oil was produced from riper olives. As a result of these
changes in the fatty acid profile, asmall but significant decrease was detected in the
relationship between mono- and poly- unsaturated (MUFA/PUFA) fatty acids for all the

olive oil samples.

Regarding to the results of FT, antioxidant capacity (analyzed by means of the
CUPRAC, ABTS and FRAP methods) and the oxidative stability, the arbequina and
picual varieties exhibited the maximum values for oils elaborated from olives in the
"envero" ripening stage. However, the empeltre variety, showed a decrease on FT
content, as well as on the antioxidant capacity and oxidative stability, as the olives
ripening degree increased. All the studied varieties were characterized by a large
presence of phenolic compounds, in particular, oleuropein aglycone, luteolin aglycone,
oleuropein and pinoresinol, being, in general, the empeltre variety, the one that

presented the highest values, regardless the olives ripening degree.

On the other hand, the sensory analysis showed as the fruity, bitter and piquant
attributes were the most characteristics for the oils from arbequina and picual varieties,
whereas for the empeltre variety, the bitter attribute was the most representative,
especially in the oil produced from olives in "envero". In general, no significant

differences (p < 0.05) were observed for the different positive attributes as the olive
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ripening degree increased. It is also interesting to highlight that no defects were detected

in any of the analyzed oils.

The three types of olive oils elaborated from arbequina, picual and empeltre
varieties were distributed in three differentiated groups, as aresult of the application of
the principal components analysis (ACP) on the physicochemical and sensory
characteristics of the different oils. By means of the CP1, correlated positively with the
sweet attribute and negatively with the FT, the fruity, piquant and astringent attributes,
and the a* color coordinate, it could be explained the 45.8 % of the total variability. The
CP2, representing 19.8 % of the above mentioned variability, was defined positively by
the GA and the K,,, parameter and, negatively by the oxidative stability and the ratio
MUFA/PUFA. In addition, the third principal component (CP3) could explain another
12.8 % of the total database variability of the studied oils, presenting a negative
correlation with the antioxidant capacity (ABTS) and the FT variables and a positive
correlation with the IP, the color coordinates L* and b* and the color parameter C*.
Globally, these results indicate that the olives should be picked at the "envero" ripening

stage, since a better balance among the different quality parameters is achieved.

At this first stage, the effect of the agroclimatic characteristics of the olive cultivar
on the olive oil was also evaluated. For this study, three different olive cultivars of
similar age, placed in different locations of Majorca Island, in which the arbequina
variety was predominant, were considered. For each cultivar, olive samples were
collected at different ripening stage, and, also, soil samples were taken. Finaly, the

climatic and landscape conditions were also registered.

By means of multivariable analysis, the three principal components, resulting
from ACP's application, identified together the different standards of behavior of the
olive cultivars on the basis of its agroclimatic conditions, explaining 71 % of the total
variance of the analyzed parameters. The results indicated that olive oils elaborated
from olives from cultivars with little rain and relatively high elevation over the sea
level, were those which presented the highest FT content, antioxidant capacity and
oxidation stability. On the other hand, for the same cultivar, no significant differences
(p > 0.05) between the oils elaborated with olives at different ripening degrees were

observed.

As aresult of this first phase, a methodology was proposed, being capable to

differentiate between olive oils elaborated from the same olive variety, with different
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geographical origin, depending on the oil physicochemical characteristics and on the

agro-climatic attributes of each geographical zone (excluding the human factor).

At the second stage of this research, different strategies were evaluated in order to
improve the conservation process of olive oil. These strategies were based on: the
utilization of an inert atmosphere, the absence of light and the use of low temperature.
Moreover, an ew strategy, innovative in this field, based on the application of a
pretreatment with US power to remove the oxygen dissolved in the olive oil counterfoil

was also considered.

This study was carried out with two types of extra virgin olive oil. The first oil
was characterized by its low acidity degree (0.15 % oleic acid), produced from the
arbequina variety; and the second one, produced from empeltre variety and
characterized by arelatively high acidity degree (0.74 % oleic acid), close to the limit
established for the extra virgin category. In this study, the main quality parameters
defined on the European Regulation CEE 2568/91 (GA, IP and the extinction
coefficients k232 and k270), as well as the fatty acids profile, the total phenols content
and the oxidative stability were monitored for 16 months. Also, aco mplete sensory
analysis, for both positive and negative attributes, was also carried out during a

conservation period of 16 months.

Previous to the conservation study, it was verified, from the initial analysis of the
samples pretreated with power US, that this treatment did not significantly modify the
physicochemical and/or sensory properties of the olive oil. This fact allowed the
incorporation of the samples, treated with this new methodology, within the

conservation study.

From the study based on the characterization of the physicochemical and sensory
parameters of the samples during a conservation period of 16 months, it could be
observed that, when considering an olive oil with initial values for the quality
parameters far below the established limits for the extra virgin olive oil (i.e. with a low
acidity degree of 0.1-0.2 % oleic acid), the different strategies used for preserving olive
oil by minimizing the oxidation reactions (inert atmosphere, absence of light, low
temperature and/or by applying a US of power pretreatment) did not show significant

effects on the oil quality during at least a period of 16 months.
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On the contrary, when the initial extra virgin olive oil was of lower quality (with
quality parameter values, in particular the GA value close to the limit for this category),
the methods of preservation based on the use of an inert atmosphere or the absence of
light were not effective in maintaining the quality of extra virgin olive oil beyond four
months of storage. In fact, only the strategies based on the application of low
temperature (with and without US pretreatment) maintained the extra virgin category

for at least a conservation period of 12 months.

It is also interesting to emphasize that in the case of the samples stored at low
temperature, with and without US pretreatment, the samples pretreated with ultrasonic
pulses presented, at the end of the storage period, lower values for the peroxide index, a

higher oxidative stability and higher intensity for the fruity attribute.

It is well known that the conservation of the olive oil at low temperature implies
the appearance of acr ystallization process of the triglycerides, reducing the overall
quality of the olive oil. In this study, carried out with arbequina and empeltre varieties,
samples pretreated by US power and stored at low temperature, presented a significant
reduction of the crystallization process during the storage period. This discovery, of
clear industrial interest, gave place to a patent (P25827ES00), in order to protect the

intellectual property of this new methodology.

Finally, in the third and last phase of the present doctoral thesis, the extraction
process of olive oil mill waste extracts, with a high phenolic content and elevated
antioxidant capacity, was evaluated. The methodology applied for the extraction was

based on the application of power US with the aim of improving the process efficiency.

In an initial study, it was observed that an increase on the power of the US probe
promoted a significant increase on the phenolic content extracted from the olive oil mill
waste, using a solution of ethanol:water (1:1, v/v), with a dissolvent/solute ratio of 15/1

(mL/g), an extraction time of 15 min and atemperature of 20 °C.

It is interesting to note that the application of the power US allowed the utilization
of non-toxic and suitable solvents for the food processing industry, such as an
ethanol/water mix (1:1, v/v)), obtaining similar extraction percentages to those
described in the bibliography using solvents with a high extractor power but also with

high toxicity, as for example, methanol.
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In order to optimize the extraction process of bioactive compounds proceeding
from olive oil mill waste, the response surface methodology (RSM) technique was
applied, using as independent variables: the power of the US probe, the solvent/solute
ratio and the extraction time. All the experiences were carried out at ac ontrolled

temperature of 20 °C, using a mixture of ethanol:water (1: 1, v/v) as a solvent.

A Box-Behnken design (BBD) was used to evaluate the effect of the independent
variables: power of US (X, = 175 - 375 WI/L), solvent/solute ratio (X, =5 - 25 mL/qg)

and extraction time (X, = 3 - 27 min).

The information obtained by means of the BBD, relative to the extraction of
phenolic compounds (FT), as well as the antioxidant capacity of the extracts, measured
with the methods CUPRAC and FRAP, could be adjusted to a linear model (p < 0.05),
and was capable to explain satisfactorily the system behavior and to predict the answers
in the experimental domain considered. On the other hand, the antioxidant capacity
evaluated by means of the ABTS method, could be significantly adjusted (p < 0.05) to a

quadratic model.

The experimental conditions, resulting from the RSM application, that allowed to
obtain the maximum FT yield, as well as extracts from olive oil mill waste that
exhibited the highest antioxidant capacity, were the following: 375 W/L of ultrasonic

power, 25 mL/g in the solvent/solute ratio and extraction time of 27 min.

The methodology established for the extraction of bioactive compounds from
olive oil mill waste, with ultrasonic assistance, allowed the extraction of thermo labile
compounds at low temperature, using a non-toxic solvent and with a minimum
extraction time, significantly lower to that used in conventional extraction processes

with mechanical stirring.

Globally, the research carried out for this Doctoral Thesis pretended to contribute
and to support, inside our possibilities, the olive oil sector of the Balearic Islands, and in
particular, the olive oil producers from the Majorca Island, by means of the
characterization of the olive oil proceeding from the three authorized varieties by the
AOP "Oli de Mallorca" (arbequina, picual and empeltre), depending on the olive
ripening degree and on the agroclimatic factors from Majorca olive cultivars. In
addition, a new methodology of olive oil conservation, which allows the storage at low

temperature, preserving the physicochemical and sensory properties and reducing
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significantly the crystallization process of the triglycerides, have been placed at the
disposal of the producers assigned to the AOP "Oli de Mallorca'. Finally, a procedure
based on the application of US, which allows the utilization of the olive oil mill waste,
contributing in this way, to take advantage of the product, has also been included in this

work.
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1. INTRODUCCION

El olivo, y el jugo de su fruto, el aceite de oliva, han tenido, desde la més remota
antigiiedad una amplia difusion a lo largo de los cinco continentes. Esta proyeccion a
nivel mundial obliga, de forma exigente, a tener especial cuidado en su cultivo,
recoleccion, conservacion y presentacion. Se trata de un importante legado que es
necesario conservar, mejorar y transmitir a las futuras generaciones en beneficio de su

alimentacion, salud y calidad de vida.

El desarrollo econémico de las Islas Baleares en las ultimas décadas se ha
fundamentado en el sector terciario, el cual ha determinado el encarecimiento del precio
de latierray de la mano de obra. Esta situacion junto aotros factores ha influido de
forma muy importante sobre la competitividad de la agricultura, la ganaderiay la pesca.
Ante esta coyuntura econdémica, €l sector primario ha respondido con valentia
manteniendo los productos tradicionales de las Islas Baleares y adaptando sus
producciones a las nuevas demandas del consumidor. Este esfuerzo del sector agrario
tiene el apoyo de la administracion, distinguiendo los productos con denominaciones de
calidad, y del consumidor, el cual cada vez quiere conocer mas y mejor este tipo de

productos.

Un claro ejemplo, o representa el aceite de oliva, alimento de referencia en lalsla
de Mallorca, que en los Ultimos afios ha recuperado su prestigio, elaborando un aceite de
maxima calidad reconocida bajo la Denominacion de Origen Protegida (DOP) "Oli de

Mallorca".

El aceite de oliva es un producto fuertemente arraigado en la isla de Mallorca.
Esta industria ha sido |a causante de la existencia de miles de metros de margenes en las
montafas de Mallorca, de haber robado terreno a bosque, y de todo lugar en el cua se
pudiera plantar o injertar un acebuche (Figura 1.1). Disponer aceite de oliva represento,
durante muchas generaciones, tener el poder econdmico y social. La pequefia aceituna
no es consciente de la forma en que ha condicionado la sociedad de la Sierra de

Tramuntana y la economia de sus pueblos.

Hasta el afio 1960, las actividades agrarias, y dentro de éstas, €l sector del aceite
con un papel muy destacado, constituian la base de la economia de las Islas, a pesar del
desarrollo industrial que se habia experimentado, sobre todo, en la isla de Mallorca. A
partir de este afo, la llegada del turismo de masas toma la mayor parte de los activos

agrarios y atrae al os que se integran por primera vez al mercado laboral, este hecho
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provoca la pérdida de una de las bases del sistema agrario tradicional: la mano de obra
baratay abundante. Ademas, el aumento de los salarios y la orientacion de la capacidad
empresarial y de los capitales hacia inversiones turisticas de alta rentabilidad agravan la

situacion del sector agrario.

Figura 1.1. Paisgje caracteristico de la Sierra de Tramuntana

Por otra parte, el desarrollo tecnoldgico, que fue tan beneficioso en otras ramas de
la agricultura, no se introdujo en el cultivo del olivo y, como consecuencia, €l aceite de

oliva se convirtié casi en un producto de lujo.

L os dltimos afios de la década de los 80 y principios de los 90, marcaron un punto
de inflexién importante en la historia del aceite en Mallorca. Por una parte, la aparicién
de nuevas plantaciones de olivos, principalmente en la zona del "Raiguer, Pla, Migjorn
y Llevant de Mallorca" (Figura 1.2), facilitando el proceso de recoleccion respecto al
de los viejos olivos de la Sierra de Tramuntana, y, por otra, la introduccion del método
de elaboracion de aceite en continuo, permitieron la obtencién de aceites de oliva de
mayor calidad y con caracteristicas propias y diferenciadas de aceites similares
producidos en otros lugares de la peninsula. Todo este cumulo de circunstancias hizo
posible la obtencion, en el afio 2002, de un distintivo de maxima calidad como es la
Denominacion de Origen "Oli de Mallorca’. Mediante la Orden del Consejero de
Agricultura y Pesca, de 31 de Octubre de 2002, quedd aprobado, con caracter
transitorio, establecido en el articulo 55 del Reglamento (CEE) 2081/1992, el
Reglamento de la Denominacion de Origen "Oli de Mallorca". Mas adelante, en el afio
2004, el "Diario Oficia de laUnién Europea”’, mediante el Reglamento (CE) 1437/2004
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de la Comisién, de 11 de agosto de 2004, inscribié la Denominacion de Origen "Oli de
Mallorca® en Registro Oficial de las Denominaciones de Origen Protegidas de la

Comunidad Europea.

1.1. Cultivo, produccién y variedades de aceitunas en Mallorca

En la actualidad, la superficie del olivar mallorquin, representa aproximadamente
un 8% del total de la superficie cultivada, distribuida geogréficamente de manera
bastante irregular. La mayor parte se concentra en la zona de la Sierra de Tramuntana,
aungue araiz de los nuevos sistemas de recoleccion (recoleccion mecénica), se ha visto
incrementada la superficie oleicola situada en la zona del "Raiguer, Pla, Migjorn y

Llevant de Mallorca" (Figura 1.2).

Figura 1.2. Zonas de Mallorca

La actividad oleicola en Mallorca constituye la principal actividad agricola en
determinadas zonas de la Isla, como es el caso de la Sierra de Tramuntana. Dicha
actividad ha permitido el mantenimiento y la preservacion del paisaje, evitando la
desertizacién y la erosién del terreno, y a su vez ha determinado la configuracion de uno

de los enclaves mas emblematicos de la isla de Mallorca

En un estudio realizado por Jaray Rubert en 1993 se indicaba la predominancia
casi absoluta de la variedad empeltre. Sin embargo, en este censo empezaba a reflejarse
la implantacién de nuevas variedades que han ido introduciéndose a lo largo de estos

altimos 20 afios, entre las cuales cabe destacar las variedades Arbequina y Picual. De
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hecho, los ultimos datos publicados por el Consejo Regulador de la DO "Oli de
Mallorca® (campafia 2011-2012), indican que las variedades empeltre, arbequina vy
picual representan el 41,9%, 38,4% y 13,3% del total de olivos existentes en la Isla de
Mallorca, respectivamente. De hecho, actualmente, estas tres variedades son las Unicas
autorizadas e incluidas por el Consejo Regulador de la DO "Oli de Mallorca". A partir
del afo 2009, se han introducido otras variedades, de forma experimental, tales como la
hojiblanca, picudo, cornicabra, koroneiki o la frantoio. En la actualidad, estas

variedades representan un 6,34% del total de plantaciones de olivo.

Tabla 1.1. Datos de aceite de oliva elaborado en Mallorca durante las Gltimas
cinco cosechas (Consejo regulador DO "Oli de Mallorca*, 2013)

Campafia Campaia Campafia Campaia Campafia
2007-2008 2008-2009 2009-2010 2010-2011 2011-2012

Aceitunas
almazara (kg)
Elaboracion total
de aceite (L)
Elaboracién de
aceite DO (L)

1.242.299 1.524.416 1.678.005 2.088.548 2.233.300

185.827 233.689 252.450 350.671 325.729

126.211 118.217 175.541 195.302 154.935

La evolucion, asi como las perspectivas de la produccion de aceite de oliva en
Mallorca, son positivas (Tabla 1.1). Obviamente, el aceite de oliva que oferta el sector
olivarero de Mallorca no pretende competir con las cantidades producidas en otras
zonas en las que el cultivo del olivo ocupa grandes extensiones de terreno, de ahi que la
oportunidad del mercado del aceite de oliva de Mallorca se fundamente en la
competencia en términos de calidad, como producto diferenciado y tradicional de la lsla
de Mallorca.

1.1.1. Variedades de aceitunas incluidas en la DO " Oli de Mallorca"

Tal y como se ha mencionado anteriormente, en la actualidad, el Consegjo
Regulador de la DO "Oli de Mallorca" solo autoriza la elaboracion de aceite de oliva

procedente de las variedades de aceituna empeltre, arbequina y picual.

La variedad empeltre (Figura 1.3), representa la aceituna mallorquina por
excelencia. Se trata de una variedad arraigada en la cultura, tradicion e historia de
Mallorca (Rossell6 et al., 2003). Segun los historiadores, no es posible, a dia de hoy,
afirmar que la variedad empeltre sea una variedad autéctona o propia de la Isla de

Mallorca, de hecho, se puede encontrar, de forma mayoritaria, en la zona del bajo
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Aragén, de ahi que también sea conocida con las denominaciones aragonesa o injerto
(Barranco et al., 2008).

D) ©

Figura 1.3. Aceituna de la variedad empeltre.

Esta variedad de aceituna es apreciada por su productividad y la excelente calidad
del aceite que produce. Presenta una capacidad de enraizamiento baja, por lo que
habitualmente se propaga por injerto. La maduracion temprana de sus frutos, la baja
resistencia al desprendimiento y el porte erguido de sus ramas la hacen ideal para la
recoleccion mecanizada. Tiene problemas de cuajado de frutos y de dafios por heladas
invernales. En general, el aceite presenta una sensacion fluida en boca,

organol épticamente presenta un frutado suave con toques que recuerda a la almendra.

La variedad arbequina (Figura 1.4) se considera rustica por su resistencia a frio
y su tolerancia a la salinidad. Es muy apreciada por su precoz entrada en produccion,
elevada productividad, buen rendimiento graso y excelente calidad de aceite (aceites
suaves, poco amargos y astringentes con toques de almendra, alcachofa y manzana),
aunque este presenta una baja estabilidad oxidativa. Su vigor reducido permite su
utilizaciéon en plantaciones intensivas y superintensivas. El pequefio tamafio de las
aceitunas dificulta su recolecciébn mecanizada por vibracion. Se le atribuye cierta
tolerancia a repilo y verticilosis (enfermedades tipicas de los olivos en zonas con
humedades elevadas) (Barranco et al., 2008).
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Figura 1.4. Aceituna de la variedad arbeguina.

La variedad picual (Figura 1.5) es muy apreciada por su precoz entrada en
produccion, alta productividad, rendimiento graso elevado y facilidad de cultivo. Su
aceite es de calidad media, aunque destaca por su alto contenido en acido oleico. Se
considera tolerante a la tuberculosis, pero muy susceptible ar epilo y verticilosis.
Organolépticamente produce aceites de oliva con cuerpo donde predominan los

atributos a frutado, amargo y picante (Barranco et al., 2008).

Figura 1.5. Aceituna de la variedad Picual.

32



Introduccioén

1.2. Elaboraciéon del aceite de oliva

La elaboracion del aceite de oliva se realiza Unicamente mediante procesos
fisicos, en los cuales se separa la fraccion oleosa del resto de las partes de la aceituna.

Estos procesos pueden clasificarse en:

- Operaciones preliminares
0 Recoleccién
o0 Transporte
0 Almacenamiento
0 Lavado del fruto

- Preparacion de la pasta
0 Molturacion
o Batido

- Extraccion y separacion del aceite
o0 Tradicional
0 Sistema de tres fases
0 Sistema de dos fases

- Almacenamiento

1.2.1. Operaciones preliminares: recoleccion, transporte, almacenamiento y

lavado del fruto

La recoleccién, ain siendo una operacion independiente de la elaboracién propia,
se considera como una de las principales etapas de control de calidad del aceite
elaborado. Para obtener un aceite de calidad se debe partir de aceitunas sanas y en un
estado de maduracion adecuado. En cuanto ala época de recoleccion, la aceituna debe
ser recogida en el momento de su madurez 6ptima, considerando como tal, el estado en
que el fruto tenga la méxima cantidad de aceite y posea las mejores caracteristicas
nutricionales y organolépticas. Aun asi, en la mayoria de las ocasiones la recoleccion se
establece en base al indice de madurez determinado a partir de la coloracion del fruto.
Para su célculo se han establecido diferentes formulas matematicas (Uceda y Frias,

1975; Salvador et al., 2001). En lineas generales, se puede afirmar que este momento
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[lega en el "envero”, entendiendo como tal cuando se produce el cambio de color verde-
amarillento amorado de la mitad de la pulpa en la mayoria de los frutos del arbol. Una
vez definido el momento adecuado se procede ala recoleccién del fruto. En cuanto al
sistema de recoleccion debe tenerse siempre presente la consideracion de que el
producto final es el zumo de la aceituna, por lo tanto, deben utilizarse sistemas que
minimizen el deterioro de los frutos. EI método tradicional (muy arraigado en Mallorca,
sobretodo en la Sierra de Tramuntana, donde la morfologia del terreno y la antigiiedad
de los olivos hace imposible la aplicacion de otros métodos) se realiza a mano mediante
el ordefio, vareo o con rasquetas. Puesto que la recogida manual es econémicamente
muy costosa, se ha disefiado una serie de maquinaria especifica para automatizar el
proceso y obtener beneficios. Existen distintos tipos de maquinas para ello, desde
aquellas de pequefia potencia que simulan el ordefio o el vibrado de pequefias ramas,
hasta los vibradores de tronco, que someten al arbol a una potente vibracion que hacen
caer las aceitunas al interior de un paraguas. Sea cual sea el sistema de recoleccion
utilizado, siempre se debe de tener en cuenta no dafiar ni a fruto ni al olivo, causando el
menor dafio posible a las hojas y tallos. Se debe tener en cuenta que la produccién del

ano siguiente dependera de los tallos producidos el afio anterior.

El transporte de las aceitunas hasta |la almazara es una etapa fundamental. En él se
tiene que prestar especial atencion a dos parametros: presion ejercida por el propio peso
del fruto y temperatura alcanzada. EI empleo de cajas apilables de plastico con orificios,
resistentes y lavables son las mas adecuadas. Los orificios permiten disipar el calor
generado por la propia actividad catabdlica del fruto, 10 que es muy importante para
evitar un sobrecalentamiento del fruto y asi reducir el riesgo de que se produzcan
fermentaciones y asu vez evita que se gerza una presion elevada sobre los frutos

depositados en la parte inferior.

La recepcién y almacenamiento del fruto empieza en el patio de recepcion de la

almazara donde los agricultores descargan las aceitunas, que se acondicionan hasta su
procesado. Se trata de una de las etapas méas importantes ya que es el Unico punto donde
es posible realizar una clasificacion inicial en funcion de la calidad esperada del aceite
de oliva. Una vez en la linea de extraccion ya no es posible separar calidades hasta la
entrada del aceite de oliva en la bodega de almacenamiento. Los criterios de separacion

suelen ser sencillos y se deciden en funcion de las especificaciones de cada zona

34



Introduccioén

(variedades, aceitunas sanas y/o estropeadas por picadura de mosca, aceitunas frescas,

amontonadas varios dias, etc).

Por otra parte, se trata de una etapa donde existe un elevado riesgo de alteraciones
y reacciones de fermentacion de los frutos que pueden inducir ap érdidas de calidad
importantes. En efecto, los microorganismos que estdn asociados a las aceitunas
(levaduras, anterobacterias, bacterias acéticas, mohos, etc.) pueden encontrar
condiciones muy favorables a su crecimiento (frutos mojados, aplastados o roturas,
especialmente en tolvas de almacenamiento), Ilegando a alcanzar la pulpa de los frutos y
fermentando sus azUcares, 10 que da lugar a compuestos como el etanol, el acido lactico
o el acido acético, relacionados con los defectos de "avinado-agrio-vinagre" y
"atrojado" (Angerosa et al., 1998). Otros estudios mas recientes demuestran que dichos
microorganismos también pueden actuar sobre los polifenoles de la pulpa del fruto,
generando fenoles volatiles también relacionados con los defectos sensoriales (Vichi et
al., 2008). Debido ae ste efecto, reglamentos especifico como el de la DO "Oli de
Mallorca" aconsejan que el tiempo transcurrido desde la recoleccion hasta la
molturacion no exceda de 24 horas, ya que las aceitunas una vez separadas del érbol
comienzan una descomposicion de la materia organica, con desintegracion de las
paredes celulares, perdiendo asi, el epicarpio, la propiedad de servir como barrera

antimicrobiana.

La limpieza y lavado de las aceitunas se llevan acabo antes de entrar en €l

proceso de molturacion. Las limpiadoras se basan en un sistema de aspiracion de aire
colocado encima de una cinta transportadora con bandejas vibradoras y cribas. El
sistema de aspiraciéon absorbe todas las impurezas, principalmente hojas y ramas, pero
también piedras, terrones pequefios, aceitunas defectuosas de escaso tamafo, etc.

(Barranco et al., 2008).

El lavado de las aceitunas siempre se debe realizar con agua fria para evitar el
desarrollo de mohos. Las lavadoras trabajan en un circuito cerrado y disponen de un
deposito de agua, bombas de recirculacion y cribas para la separacién del fruto del agua
de lavado. Actualmente ya existen en el mercado sistemas que integran en un mismo

equipo las funciones de limpiezay lavado.
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1.2.2. Preparacion de la pasta: molturacién y batido

La preparacion de la pasta consiste en romper integramente la estructura vegetal
de las aceitunas con el fin de liberar el aceite que se encuentra en el interior de las
células que constituyen el parénquima oleoso del mesocarpio para, aco ntinuacion,

[levar a cabo la coalescencia de las fases liquidas por medio del batido.

La molturacion del fruto tiene por objeto la rotura de los tejidos de la aceituna
donde se aoja la materia grasa. Probablemente, ésta sea la etapa del proceso de
elaboracion del aceite de oliva que mas ha evolucionado alo largo de los afios, pasando
de un sistema tradicional o discontinuo, en donde se realizaba una molturacién con
piedras, a los sistemas modernos o continuos, en los cuales la molturacion se lleva a

cabo mediante molinos de martillos.

El tamafio fina de las particulas se fija mediante la instalacion de un tamiz de un
didmetro determinado (los mas usados oscilan entre 5 - 7 mm) ala salida del molino, de
manera que la pasta de aceituna quede retenida en la zona de molturacién hasta alcanzar

el tamario fijado por el tamiz.

En esta etapa, la velocidad de giro de los martillos dentro del molino (pudiendo
[legar a las 3000 rpm, en funcion del fabricante) es un factor determinante tanto parala
eficacia del proceso extractivo, como para la calidad final del aceite de oliva. Por una
parte, si no se controla dicha etapa, se favorece la formacion de emulsiones agua-aceite
que luego hay que romper en el proceso de batido, con el fin de evitar pérdidas de aceite
en los subproductos, paralelamente, la friccion generada por el molino, aumenta la
temperatura de la pasta de aceituna favoreciendo la oxidacion de los triglicéridos
(Caponio et al., 2003), lo cual puede traducirse en una pérdida de estabilidad del aceite.
Aun asi no todo son desventgjas, al aumentar el contacto entre agua-aceite-pulpa,
favorece la acumulacion de polifenoles hidrolificos en la fase oleosa, 1o cua tiene
repercusiones en la estabilidad del aceite y en el sabor (en general, el aceite es mas
amargo, picantey astringente). Evidentemente, también se inician numerosas reacciones
quimicas y enziméticas que pueden tener efectos adversos sobre la calidad del producto
fina (Fernandez-Martinez et al., 2011).

Tradicionalmente, las aceitunas trituradas en los molinos se disponian junto con
los huesos en capachos. Para la obtencion de la fase liquida se empleaban prensas, y

esta fase que contenia tanto aceite como otros productos (agua de vegetacion, fibras,
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particulas del fruto, etc.) era almacenada en decantadores. Tras un lento proceso de
sedimentacion era posible separar el aceite del resto. Esta separacién por sedimentacion
era lenta y presentaba el inconveniente de una capacidad de produccion baja (sistemas
discontinuos), grandes espacios de almacenamiento y la baja calidad del aceite debido a
que a estar en contacto con el resto de material y el oxigeno se producia la oxidacién
del mismo (Fernadndez-Martinez et al., 2011). Estos problemas fueron solventados con
la introduccién de batidoras y centrifugadoras en el proceso de elaboracion del aceite de

oliva

Las batidoras son equipos constituidos por un recipiente dotado de una camisa
externa por la que se hace circular agua caliente para modificar y controlar la
temperatura del proceso de batido seglin las necesidades. En el interior, presenta uno o
varios ejes con palas, que giran a una velocidad comprendida entre 20 - 30 rpm. Existen
dos tipos de batidoras, por una parte se habla de batidoras verticales, si la disposicién
del ge es vertical, y de forma andloga, cuando se dispone el gje de forma horizontal, se

denominan batidoras horizontal es.

La funcién del batido es separar las diferentes fases que constituyen la pasta. Para

ello, este proceso permite agrupar las pequefias gotas de aceite que van saliendo de las
vacuolas del fruto en gotas de mayor tamafio (coalescencia) y asi facilitar la separacion
del resto de material . Este proceso es basico en la elaboracion del aceite debido a que la
pasta molida obtenida en la etapa anterior presenta una complejidad constitucional que
posibilita interacciones fisicas y biologicas que pueden modificar la textura y las
propiedades reoldgicas de |la pasta debido a la formacion de membranas lipoproteicas
que facilitan la formacion de emulsiones. Esto dificulta la posterior separacion de las

fases sdlido - liquido y liquido - liquido.

El efecto deseado del batido se consigue a partir del control de la velocidad de las
palas, el tiempo de batido y la temperatura a la que se lleva a cabo el proceso. Un
movimiento lento de la pasta promueve la union entre diferentes gotitas de aceite al
aumentar la probabilidad de que éstas se encuentren y formen gotas mas grandes para
después mejorar la separacion. A mayor tiempo de batido, se consigue un mayor
rendimiento de extraccion de aceite, con una menor presencia del mismo en los
subproductos finales. AUn asi se alcanza un punto estacionario en el cual aunque se
prolongue el tiempo de batido no aumenta el rendimiento de aceite extraido (Mendoza
et al., 2009).
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Por otro lado la temperatura influye en la viscosidad de la pasta. En base a este
parametro se establecen dos sistemas de batido: en frio, donde el rendimiento en aceite
gue se consigue es menor, y mixtos, primero un batido en frio y a continuacién, con la
finalidad de facilitar la posterior separacion del aceite, se dota al as batidoras de un
sistema de calefaccion consistente en un fluido calefactor que circula por la camisa
externa del cuerpo de la batidora y que, generalmente, es agua. La mayoria de las
batidoras presentes en las almazaras traen de fébrica fijado el tipo y la velocidad de las
palas en base a la capacidad del cuerpo de la batidora, dejando |latemperatura a decisién
del almazarero. Para la eleccion de la temperatura se debe tener en cuenta que
temperaturas bajas (18 - 20 °C) no permiten obtener rendimientos de extraccion
satisfactorios, y aunque atemperaturas superiores a los 30 - 35 °C se obtienen
rendimientos més competitivos, se producen alteraciones en la calidad de los aceites al
favorecer la evaporacion de diferentes componentes voléatiles. De hecho Boselli et al.,
(2009) aconseja que la temperatura de batido no supere los 28 °C, para mantener al

maximo los atributos sensoriales del aceite de oliva.

Durante esta etapa tienen lugar las reacciones quimicas mas importantes

relacionadas con las caracteristicas sensoriales finales del aceite:

- Los polifenoles y los pigmentos se reparten entre las fracciones oleosa y acuosa,
segln su estructura quimica y solubilidad relativa. El coeficiente de reparto
determina la cantidad de substancias solubilizadas en el aceite, dependiendo de
los volumenes relativos de aceite y agua, asi como la cantidad total de

substancias presentes en el sistema (Bianchi et al., 1999).

- La temperatura, junto con el oxigeno del aire que va introduciéndose en cada
giro de las palas de la batidora, favorece las reacciones de oxidacion de los

acidos grasos del aceite y de otros compuestos minoritarios.

- El contacto del aceite con algunos de los enzimas del fruto promueve reacciones,
algunas de las cuales son responsables del desarrollo del perfil aromético del
aceite; en concreto, la denominada via de la lipoxigenasa (LOX) promueve la
formacion de aromas relacionados con el frutado verde del aceite por oxidacion

de los acidos grasos linoleico y linolénico (Lercker et al., 1999).

En determinadas circunstancias, en esta etapa se afiaden los denominados

coadyuvantes tecnol 6gicos para favorecer la separacion correcta de fases. En el caso de
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pasta de aceitunas muy secas (frutos del suelo, helados o muy maduros), las palas de la
batidora no baten la pasta y puede ser necesario afiadir agua para fluidificarla hasta el
punto que la batidora pueda realizar su funcion. En el caso de frutos con exceso de
humedad (muy verdes, de regadio, tras alguna lluvia, etc.) el exceso de agua en el
sistema también puede dificultar el trabajo de la batidora, siendo necesario retirar una
parte del exceso de humedad mediante el uso de talco micronizado (que en etapas

posteriores se centrifuga con los sélidos).
1.2.3. Extraccion del aceite de oliva

En el proceso de elaboracion, la extraccion del aceite se puede llevar acabo

mediante dos procedimientos diferentes: el sistematradicional y el sistema continuo.

En Espafia, el método tradicional esta précticamente en desuso. Sin embargo, a

nivel mundial, alrededor del 50% de las almazaras aln poseen este tipo de elaboracién
(Mendoza et al., 2009). Este sistema se lleva a cabo mediante dos etapas, primero se
realiza un prensado de la pasta batida para la separacién solido-liquido y posteriormente

una centrifugacion para la separacion liquido-liquido.

La etapa de prensado mecénico se realiza mediante capachos. Estos se disponen
unos encima de otros en una vagoneta y van guiados por una aguja central. Entre ellos
se coloca la pasta batida y se someten entonces al a presién necesaria. Se trata, por
tanto, de un sistema discontinuo de carga de capachos, prensado y descapachado. Al
prensar la pasta, se obtiene por un lado un liquido denominado mosto oleoso que
contiene aceite de oliva (30%), agua de vegetacion (65%) y una pequefia cantidad de
solidos que escapan de la prensa (5%) y, por otra parte el residuo solido denominado

orujo.

Los inconvenientes con los que cuenta este sistema son la discontinuidad del
proceso, el contacto en todo momento la pasta con el oxigeno del aire y la imposibilidad
de una limpieza completa de los conductos de drenaje que podria dar lugar a

fermentaciones, disminuyendo la calidad del aceite de oliva obtenido.

Los procesos de extraccion en continuo se han impuesto al sistema tradicional,
dichos sistemas se agrupan en las instalaciones que realizan este proceso con una doble
caracteristica: por una parte utilizan la fuerza centrifuga como elemento fundamental
para la separacion de las diferentes fases y por otro lado, todo el proceso de extraccién

se lleva a cabo de forma continua.
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Dentro del sistema continuo se pueden diferenciar a su vez, dos tipos en funcion de

las corrientes de salida: sistema de tres fases y sistema de dos fases.

El sistema continuo de tresfases (Figura 1.6) fue el primer sistema centrifugo en
introducirse en la produccion de aceite de oliva para separar las diferentes fases de la
pasta batida. En estas plantas el equipo diferenciador es el decantador centrifugo
horizontal, comUnmente conocido como decanter. El proceso se inicia mezclando la
pasta batida con una cantidad de agua, a30 - 35 °C, comprendida entre un 40 - 50 %
con €l objetivo de mejorar la separacion entre las fracciones solida y oleosa en el
interior del decanter. Se introduce en el sistema y se separan de forma continua tres

fracciones: la parte sélidau orujo, y por la otra, las aguas de vegetaciéon y el aceite.

El agua de vegetacion y el aceite son posteriormente separados por efecto de la
fuerza centrifuga. Por un lado, sale el aceite de olivay por el otro un efluente liquido
formado por la unién del agua de vegetacion de las aceitunas y del agua de adicion al

decanter, conocido como alpechin (Alburquerque et al., 2004),
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Figura 1.6. Esquema del sistema de extraccion del aceite de oliva de tres fases
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Este Ultimo subproducto (apechin) supone un gran problema medioambiental.
Debido aello, aprincipios del 1990 comenzaron ad esarrollarse nuevos sistemas de
extraccion del aceite, en los que no era necesaria la adicion de agua en el decanter. A

partir de ahi se introdujo el sistema continuo de dosfases (Figura 1.7). La pasta batida

entra en el decanter tal y como sale de la batidora. El Unico requisito para poder extraer
el aceite con un sistema de dos fases es que la pasta de aceituna, y por extension, las
aceitunas, deben contener un minimo de humedad (50 - 53%) para permitir una minima
separacion del agua entre las fases de aceite y solidos en el interior del decanter
(Mendoza et al., 2009). Si debido a las condiciones climatolégicas o a estado de
maduracioén, la pasta es demasiado seca, es necesario incorporar la cantidad de agua
necesaria hasta llegar ae se nivel de humedad requerido a la entrada del decanter.
Después de someter la pasta a centrifugacion, por una parte salen los solidos y el agua
de vegetacion (cominmente denominado orujo de dos fases o aperujo), y por otra,

fluye el aceite de oliva.
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Figura 1.7. Esquema del sistema de extraccién del aceite de oliva de dos fases
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1.2.4. Almacenamiento

Una vez obtenido el aceite, este se pasa a la bodega de almacenamiento hasta el
momento de su expedicion y embotellado para la venta. El aceite se conserva en
depdsitos enterrados (trujales) o aéreos, pudiendo ser de diferentes materiales (plastico,
acero inoxidable, resinas, etc.) y también de diferentes capacidades (normamente entre
1000 y 50000 L). La bodega debe estar en condiciones de poca luz y temperatura

constante (alrededor de 18 °C) para evitar la oxidacion del aceite.

1.3. Composicién quimica del aceite de oliva

Desde el punto de vista quimico, el aceite de oliva se divide en dos fracciones,
una fraccion mayoritaria que tradicionalmente se denomina "fraccién saponificable”,
que representa entre el 98 y el 99% del peso total del aceite de oliva, formada
principalmente por triglicéridos y é&cidos grasos, y una segunda fraccion minoritaria
(insaponificable), que supone entre el 1 y el 2% del peso total del aceite de oliva
(Monterdoro et al, 2007).

1.3.1. Fraccion saponificable

Los componentes lipidicos predominantes en la fraccion saponificable son los
triglicéridos, cuya diferenciacion puede hacerse en base a su composicion acidica o
perfil de &cidos grasos, de los cuales destaca por su elevado contenido el acido oleico.
Este acido graso esta formado por una cadena de 18 &tomos de carbono y una
insaturacion en la posiciéon n-9 (C18:1 o C18:1 n:9); siguiendo la misma nomenclatura
estan los é&cidos palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estedrico (C18:0), linoleico
(C18:2), linolénico (C18:3), araquidico (C20:0), gadoleico (C20:1) y behénico (C22:0).
En la Tabla 1.2 pueden observarse, de forma general y aproximada, los perfiles en

acidos grasos correspondientes a diferentes aceites de oliva virgen extra monovarietales.

En este contexto, resulta especialmente relevante la revision realizada por Conde
et al., (2008), para entender las diferencias de composicion acidica de una variedad
concreta. La lipogénesis requiere azlcares para sintetizar &cidos grasos: asi, la glicélisis
de azUcares proporciona piruvato que se transforma, por via enzimética, a acetil-CoA
gue constituye el substrato inicial para la sintesis de la cadena carbonada de los &cidos
grasos. La sintesis de &cidos grasos progresa, en el interior de los cloroplastos de los

frutos, hasta obtener acidos palmitico, estearico y oleico, que salen a reticulo
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endoplasmético, donde por elongacion dan lugar a acidos grasos de mayor longitud y

donde también se combinan con el glicerol, para dar lugar a los triglicéridos.

Esta peculiar composicion en &cidos grasos confiere al aceite de oliva un caracter
de grasa monoinsaturada que lo diferencia del resto de aceites vegetales comestibles
extraidos ap artir de semillas oleaginosas, que son ma&s ricos en acidos grasos
poliinsaturados. (Rossell6 et al., 2003). La presencia de enlaces insaturados en los
aceites, aparte de otorgarle interesantes propiedades biolégicas, los hace més sensibles
al oxigeno, pudiendo dar lugar a fendmeno de autooxidacion, responsable del
enranciamiento y causa principal del deterioro en la calidad de este producto (Bendini et
al., 2009).

Tabla 1.2. Perfil de acidos grasos (%) de aceite virgen extra procedente de diferentes
variedades de aceituna (Rossell6 et al., 2003; Conde et al, 2008)

Variedad Cl6:0 C16:1 Ci18.0 C181 cC18:2 C18:3 I ns/Sat
Arbequina 13,5 15 19 70,2 11,4 0,8 53
Blanqueta 14,5 15 15 67,4 14,2 0,6 5,2
Changlot Real 10,9 0,6 13 8,0 6,1 0,6 7,1
Cornicabra 8,5 0,6 3,9 80,3 5,6 0,7 6,8
Empeltre 12,1 12 14 74,6 9,4 1 6,4
Hojiblanca 8,6 0,7 41 74,3 10 14 6,5
Lechin 12,3 11 17 69,2 13,5 14 59
Picual 9,9 0,6 3,6 79,7 4,8 0,8 6,2
Picudo 13,5 14 2,2 65,6 15,6 14 5,2
Verdial 10,8 0,9 2,6 71,1 31 0,7 6,1
Zorzalefo 11,2 1 12 75,5 9,3 0,7 6,9

Varios autores se han guiado en el perfil de &cidos grasos del aceite de oliva como
parametro clasificador y diferenciador de los aceites de diferentes zonas de procedencia
o variedad. A modo de gjemplo, ya a principios de los afios 80, Tiscornia et al., (1982)
analizaron el contenido en acidos grasos de diferentes aceites italianos y mediante
técnicas de andlisis discriminante pudieron clasificar algunos de estos aceites en funcion
de su region de origen. Més tarde, Alonso y Aparicio (1993) hicieron un estudio
semejante en el cual el perfil acidico fue decisivo para discriminar aceites de oliva
virgenes procedentes de diferentes regiones de Espafia, Italia y Portugal. De forma
andloga, Motilva et al., (2001) analizaron el perfil de acidos grasos con el objetivo de

diferenciar los aceites procedentes de dos subzonas de la DO "Les Garrigues'. Por su
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parte Sanchez et al., (2003 y 2009) utilizaron los &cidos grasos para caracterizar los
aceites de oliva de Extremadura. También resulta especialmente relevante la revision
realizada por Conde et al., (2008) para entender las diferencias entre la composicién
acidica de aceites de oliva elaborados ap artir de diferentes variedades de aceituna.
Todos estos estudios ponen de manifiesto la importancia que tiene el estudio del perfil
de é&cidos grasos en el aceite de oliva debido a la gran relacion existente entre el
contenido de los diferentes &cidos grasos y la variedad, el grado de maduracién y la

procedencia geografica de la aceituna.
1.3.2. Fraccién insaponificable

La fraccidn insaponificable del aceite de oliva se caracteriza por su diversidad y
compleja naturaleza. Esta fraccion incluye mas de 230 compuestos, denominados
usualmente compuestos minoritarios (Montedoro et al., 2007). Entre estas substancias
destacan compuestos fendlicos, pigmentos, esteroles, alcoholes triterpénicos,

tocoferoles, compuestos volétiles, etc.

En el reino vegetal, los compuestos fendlicos constituyen el segundo grupo de

sustancias quimicas en abundancia tras el de los carbohidratos (Pridham, 1965). Su
biosintesis tiene lugar a través del metabolismo secundario de las plantas, que lejos de
ocuparse del crecimiento y desarrollo de las mismas como individuos (metabolismo
primario - ciclo vegetativo), asegura la adaptacion, evolucion y perpetuidad de las

distintas especies (ciclo reproductor) (Beckman, 2000; Naczk y Shahidi, 2004).

Desde un punto de vista quimico, los compuestos fendlicos o p olifenoles
constituyen una gran familia de moléculas organicas de muy diversa y heterogénea
estructuray reactividad. No obstante, tal y como su nombre indica, todos ellos incluyen

como minimo un ndcleo aromético substituido con uno o varios grupos hidroxilo.

Los compuestos fendlicos pueden clasificarse en funciéon del numero y
distribucion de los atomos de carbono que lo componen o la longitud de la cadena
alifética unida a nucleo aromético (Cheynier et al., 1997). Sin embargo, dada su
complejidad, a dia de hoy, su conocimiento sigue siendo el campo de batalla para
muchos grupos de investigacion. Los principales compuestos identificados pertenecen a
las familias: de los acidos fendlicos, los lignanos, los compuestos flavonoides, los

alcoholes fendlicos secoiridoides y las hidroxicumarinas.
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Los &cidos fendlicos fueron los primeros compuestos fendlicos descritos en el
mundo oleicola. Estos se subdividen en dos grandes grupos: por una parte, los &acidos

benzoicos (Tabla 1.3), y por otra los acidos cinéricos (Tabla 1.4).

Los é&cidos benzoicos presentan una estructura quimica basica de C6-C1. Los
principales &cidos de este tipo descritos son el p-hidrocibenzoico, el protocatecuico, el
vanilico, el sirignico y el gélico. Dentro del grupo de los acidos cinéricos se encuentran
mayoritariamente el acido p-cumarico, el cafeico, el singpico y el fertlico (Carrasco-
Pancorbo et al., 2005; De la Torre-Carbot et al., 2005). Estos compuestos estan
presentes en pequefas cantidades, inferiores a 1 mg/kg de aceite de oliva (Tsimidou et
al., 1992; Hrncirik y Fritsche, 2004). Sin embargo, en algunas muestras de aceite de
oliva virgen extra se han detectado algunos éacidos fendlicos, tales como el &cido
vanilico, el siringico, el p-cumarico o el fertlico en cantidades superiores a estos valores
(Bianco et al, 2003).

Tabla 1.3. Principales acidos benzoicos presentes en el aceite de olivavirgen extra.

ACIDOS BENZOICOS Ri R2 ESTRUCTURA
p-Hidroxibenzoico H H
Protocatecuiro OH H R
Vanilico OCH3 H HO- -cooH
Sirignico OCH3 | OCH3 .
Gélico OH OH

abla 1.4. Principales &cidos cinaricos presentes en

ACIDOS CINARICOS Ri R2 ESTRUCTURA
p-Cumaérico H H Ri
COOH
Cafeico OH H /
HO
Fertnico OCH3 H
R
Sindpico OCH3 | OCH3
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Es importante destacar que los &cidos fendlicos se han asociado, no solo con las
propiedades antioxidantes del aceite de oliva, sind también con las caracteristicas
organol épticas (sabor y astringencia) que presenta (Bendini et al., 2007; 2009).

Los lignanos, representados de forma esquematica en la Tabla 1.5, junto con los
secoiridoides, son los principales compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva.
Segun Owen et al., (2000) el aceite de oliva virgen extra puede contener hasta 100
mg/kg de aceite de este grupo de compuestos, aungque existen variaciones considerables

entre aceites de diferente procedenciay variedad.

Los primeros lignanos que se detectaron en el aceite de oliva fueron el
pinoresinol y (+)-1-acetoxipinoresinol. Brenes et al, (2002) establecieron que estos
compuestos estén presentes dentro del rango de 20 - 25 mg/kg aceite para el
acetoxipinoresinol y de 2 a9 5 mg/kg de aceite para el (+)-1-pinoresinol. Ademas
evaluaron el contenido en aceites provenientes de diferentes variedades tanto espariolas
como italianas, llegando a establecer que la concentracion de (+)-1-acetoxipinoresinol
en aquellos que provenian de la variedad Picual era précticamente insignificante o nula
en comparacion con los demas aceites. En las conclusiones derivadas de su estudio se
recoge la idea de que esta ausencia podria ser considerada como un marcador varietal.
Otros autores han descrito cantidades de (+)-1-acetoxipinoresinol de hasta 160 mg/kg en

diferentes muestras de aceites de origen italiano (Oliveras-Lopez et al., 2007).

Tabla 1.5. Principales lignanos presentes en el aceite de oliva virgen extra.

LIGNANOS Ri R2 R3 ESTRUCTURA
R2
(+)-1-Pinoresinol H H H
(+)- 1-Acetoxipinoresinol COOCH H H
3
e
Hidroxipinoresinol OH H H R RN
HO
Siringaresinol H OCH3 OCH3 OCH.
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Posteriormente, el andlisis de diferentes aceites de oliva virgen extra puso de
manifiesto la presencia de otros compuestos pertenecientes a este grupo tales como el

hidroxipinoresinol y el sirangaresinol (Christophoridou et al., 2005).

L os flavonoides, representados en la Tabla 1.6, son sintetizados por condensacion
de un fenilpropanoide con tres moléculas de malonil-CoA. Presentan anillos arométicos
en su estructura, uno de ellos asi como la cadena lateral de tres atomos de carbono
provienen de la L-fenilalanina, mientras que el resto tienen su origen en el acetil-CoA,
por la ruta del acetato. Presentan una variacion estructural debida ar eacciones de
hidroxilacion, metoxilacion, prenilacion o glicosilacion. Se subdividen en flavonas,

flavonoles, flavanones y flavanonoles.

En el aceite de oliva virgen extra se han descrito tanto las flavonas como los
flavonones. Sin embargo, son los compuestos pertenecientes al primer grupo los que
han sido caracterizados por un mayor nimero de autores. Asi, las flavonas apigenina y
luteolina y sus derivados, tales como la metoxiluteolina, han sido ampliamente
identificadas en diferentes muestras de aceite (De la Torre-Carbot et al., 2005; Dais et
al., 2007; Christophoridou et al., 2005). Su origen podria estar en las formas glicosadas
que aparecen en el grupo. El rango de concentracion en el que se encuentran presentes
va desde los 0,5 hasta los 10 mg de compuesto por kg de aceite (De la Torre-Carbot et

al., 2005).

Con respecto ao tros grupos de compuestos fendlicos pertenecientes a los
flavonoides, en el trabajo de Carrasco-Pancorbo et al., (2005) se identificoé un

flavanonol, en concreto el (+)-taxofolin, en muestras de aceite de oliva de la variedad

"Bertolli".
Tabla 1.6. Pincipales flavonoides presentes en el aceite de oliva virgen extra.
FLAVONOIDES Ri R3 R3 ESTRUCTURA
Ri
Luteolina OH H H

Apigenina H H H Ho. o
Metoxiluteolina OH H OCH3 .
R3 2

(+)-Taxifolin OH OH H a0
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La Tabla 1.7, incluye los principales alcoholesfendlicos descritos en el aceite de

oliva. Ente ellos cabe destacar el hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol 6 3,4-DHPEA)
y €l tirosol (p-hidroxifeniletanol, p-HPEA). En el trabajo de Owen et al., (2000) se
analizaron muestras pertenecientes a diferentes variedades de aceituna y se obtuvieron
unos valores medios en torno a los 14 mg/kg de aceite para el hidroxitirosol, y de 28
mg/kg de aceite para el tirosol. Sin embargo, en otros trabajos como el presentado por
De la Torre-Carbot et al, (2005), en aceites elaborados ap artir de aceitunas de las
variedades arbequina y picual, los rangos para estos compuestos fueron de 7 a 64
mg/kg de aceite y de 3 a 24 mg/kg de aceite para el hidroxitirosol y el tirosol,

respectivamente.

También se han identificado derivados de alcoholes fendlicos tales como el
hidroxitirosol acetato, el tirosol acetato y una forma glicosilada del hidroxitirosol
(Carrasco-Pancorbo et al, 2005; Tovar et al., 2001). Es interesante destacar que estos
compuestos se han relacionado con atributos positivos del aceite de oliva tales como el

amargor y el picante (Servilli et al., 2004; Bendini et al., 2009).

Tabla 1.7. Principales alcoholes fendlicos presentes en el aceite de olivavirgen extra

ALCOHOLES
FENOL ICOS R1 R2 ESTRUCTURA
Hidroxitirosol OH H
Tirosol H H
OR,
Hidroxitirosol acetato OH COCH3 HO
Tirosol acetato OH COCH3

Los polifenoles pertenecientes al grupo de los secoiridoides se encuentran sélo en
las plantas que pertenecen a la familia Olearaceae, que incluye la Olea europaea L.
Estos compuestos proceden del metabolismo secundario de los terpenos siendo
sintetizados a partir de la ruta del 4cido meval6nico. Se caracterizan por la presencia de
una estructura fenil etil alcohol (3,4-DHPAE o p-HPEA) unido al é&cido elenoico o sus
derivados, y en la mayoria de las ocasiones se presentan glicosilados. El &cido elenoico

y sus derivados pueden presentar diferentes formas en base al anillo cerrado o abierto y
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a sus formas aldehidicas, y todas ellas pueden unirse a la parte alcohdlica (De La Torre-
Carbot et al, 2005).

El principal glicésido presente en el fruto del olivo es la oleuropeina (Savarese et
al., 2007; Gutiérrez-Rosales et al., 2010). Quimicamente es un éster del oledsido-11-
metil-éster (&cido elendlico glicosado) con el 3,4-DHPEA. En el proceso de maduracion
del fruto y extraccion del aceite se produce la aglicona correspondiente por la actividad
del encima P-glucosidasa (Gutiérrez-Rosales et al, 2010). Esto justifica que en el aceite
de oliva se encuentren Unicamente las agliconas de este grupo de compuestos. Otro
secoiridoide de interés presentes en el aceite de oliva es el ligustrésido aglicona, que
tiene una estructura similar a la de la oleuropeina, pero en este caso el acohol que

forma parte de la molécula es el p-HPEA.

En los Ultimos afios se han identificado derivados tanto de la oleuropeina aglicona
(3,4-DHPEA-AE) como del ligustrosido aglicona (p-HPEA-EA) debido a diversas
reacciones, tales como la metilacion, descarboximetilacion, hidoxilacion o hidrdlisis
(Carrasco-Pancorbo et al, 2006; Suarez et al., 2008). Ademaés, se han descrito
diferentes isbmeros de estos compuestos, principalmente de la oleuropeina aglicona,
compuesto para €l que se han detectado hasta un total de 11 isémeros (Fu et al., 2009),
aumentando aun mas la complejidad de esta fraccion. Todo ello hace que el nimero de
compuestos derivados o isomeros de la oleuropeina aumente de forma considerable,

siendo los componentes méas abundantes en el aceite de oliva virgen extra.

Las cantidades de estos compuestos varian en funcién de la variedad. En su
totalidad este grupo supera los 100 mg/kg de aceite en la mayoria de las muestras
analizadas por diferentes investigadores (Hrncirik et al, 2004; Suéarez et al, 2008;
Servilli et al., 2009; Garcia-Villalba et al., 2010). La Tabla 1.8, incluye los principales
secoiridoides y sus derivados identificados en muestras de aceite de oliva. El
almacenamiento durante la vida Util del aceite de oliva produce la hidrélisis de estos
compuestos dando lugar a un incremento de fenoles simples (3,4-DHPEA y p-HPEA) y

de la parte aciclica de la molécula.

Se han establecido diversas relaciones entre las caracteristicas sensoriales del
aceite de oliva virgen extray el contenido en polifenoles. De acuerdo con el trabajo de
Gutiérrez-Rosales et al., (2003), las formas aldehidicas y dialdehidicas de los derivados
descarboximetilados de la oleuropeinay de los ligustrésido agliconas son los principales

compuestos responsables del amargor del aceite. Posteriormente, Mateos et al, (2004)
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establecieron una clara correlacién entre este atributo y los polifenoles del aceite de

oliva virgen extra, en concreto con la forma aldehidica del 3,4-DHPEA-EA.

Otros atributos positivos del aceite de oliva también se han relacionado con el

contenido total de polifenoles. Asi, la astringencia se produce debido alas interacciones

de los polifenoles con las proteinas de la saliva. Su percepcion depende del niumero de

radicales hidroxilo unidos a la mitad aromética de la molécula (Inajeros-Garcia et al.,

2009). Por otro lado, el compuesto principal mente responsable del picante de los aceites

de oliva es la forma descarboximetilada del

denominado oleocantal (Andrewes et al., 2003).

ligustrésido aglicona,

Tabla 1.8. Principales secoiridoides identificados en el aceite de oliva virgen extra.

SECOIRIDOIDES

AGLICONAS Ri R2 Re
Oleuropeina-aglicona
(3,4-DHPEA-EA) OH COOCH3 :
Ligustrésido aglicona H COOCH3 H
(p-HPEA-EA)
H|drOX|-quurope|na OH COOCH3 OH
aglicona
Metil-oleuropeina
) OH COOCH3 | CH3
aglicona
Descarboximetil -
oleuropeina aglicona OH H H
(3,4-DHPAE-EDA
HldrOX|-de,scarbox_|met|I- OH H OH
oleuropeina aglicona
Descarboximetil -
ligustrosido agliconau H H H

oleocantal
(p-HPAE-EDA)

Ris

HO

ESTRUCTURA

recientemente

A parte de las principales familias de los compuestos fendlicos identificados en el

aceite de oliva, se ha descrito la presencia de otros compuestos fendélicos derivados

como los hidroxi-cromanos. Bianco et al, (2002) detectaron la presencia de dos de

estos compuestos,

1-fenil-6,7-dihidroxi-isocromano y su derivado 1-(3'metoxi-4'-
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hidroxi) fenil-6,7-dihidroxi-isocromano. Estos compuestos se forman durante la
extraccion del aceite por reaccion del 3,4-DHPEA con diferentes &cidos fendlicos (El
Riachy et al., 2011).

Son muchos los trabajos que hacen una cuantificacién conjunta del contenido en
polifenoles (expresando esta fraccion como fendlicos totales, FT). Ya en los afios 70,
Vazquez-Romero et al.,, (1975) observd como el contenido en polifenoles totales
variaba entre 50 y 500 ppm de &cido cafeico. En aceites israelies, se observaron valores
inferiores a 1 57 ppm de acido cafeico (Gutfinger et al., 1981). En aceites turcos, los
valores detectados variaron entre 35y 335 ppm de &cido cafeico, mientras que en
aceites griegos los valores se situaron entre 19 y 242 ppm de acido cafeico (Nergiz y
Unal, 1991). Esta variabilidad puede ser atribuida a la variedad de aceituna, a cultivo,
al grado de madurez de las aceitunas (minimo valor cuando las aceitunas estan muy
maduras), al estado sanitario y de conservacion de las aceitunas (las aceitunas dafiadas o
conservadas mucho tiempo sufren fendmenos de oxidacion e hidrolisis formando
derivados de mayor polaridad y solubilidad en agua) o a sistema de extraccion utilizado
para la obtencion del aceite de oliva (conforme aumenta el agua utilizada, disminuye su
contenido) (Fedelli, 1993, Carrasco-Pancorbo et al., 2005; Bendini et al., 2007).

Estos compuestos, ademés de dotar a aceite de diferentes atributos
organolépticos, han cobrado popularidad debido al nimero creciente de publicaciones
cientificas que los relacionan con efectos beneficiosos para la salud humana (Cicerale et
al., 2009, 2010; Bendini et al., 2007; Ghanbari et al., 2012; Caramia et al., 2012). El
potencial antioxidante de estos compuestos les permite actuar como mecanismo de
defensa frente a las especies reactivas del oxigeno (ERO). Las ERO generadas como
consecuencia del estrés oxidativo a que esta sometido el organismo pueden provocar
dafios en los lipidos, proteinas y ADN, desencadenando el envejecimiento celular,
arterosclerosis, cancer, asi como diferentes enfermedades neurodegenerativas (Caramia
et al., 2012). No obstante, no se puede olvidar que aunque en la mayoria de los casos su
actividad biologica se ha asociado a su capacidad antioxidante, el mecanismo molecular
por el cual estos compuestos producen efectos beneficiosos sobre la salud sigue siendo,

adia de hoy y en la mayoria de los casos, desconocido.

Diferentes autores han avalado la capacidad antioxidante de estos compuestos
fendlicos. Ya amediados de los afios 90, Baldioli et al., (1996) determinaron la

estabilidad oxidativa de fenoles y secoiridoides aislados del aceite de oliva empleando,
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para ello, el test Rancimat, siendo los o-difenoles los compuestos que poseian una

mayor capacidad antioxidante, comparados con el p-HPEA o el a-tocoferol.

Estos resultados fueron corroborados y concordantes con posteriores estudios
obtenidos por Mateo y colaboradores (Mateos et al., 2003) quienes evaluaron la
capacidad antioxidante de fenoles simples, secoiridoides, flavonas y a-tocoferoles,
observando como los compuestos 3,4-DHPEA, 3,4-DHPEA-EA y la luteolina
presentaban una mayor capacidad antioxidante que el a-tocoferol. Artarjo et al. (2006)
obtuvieron resultados similares cuando evaluaron la capacidad antioxidante de estos
compuestos adicionados al aceite de oliva refinado. En otro trabajo realizado por
Carrasco-Pancorbo et al., (2005) se aislaron algunos polifenoles de diferentes muestras
de aceite y se determind su potencial antioxidante. De igual forma que en estudios
anteriores, fueron los compuestos o-difenoles los que presentaron una mayor capacidad

anti oxidante.

Los estudios llevados a cabo para evaluar el efecto de los polifenoles sobre la
salud cardiovascular han puesto de manifiesto una actividad biolégica importante que
incluye, de evitar la oxidacion de las LDL-colesterol tanto en estudios in vitro como in
vivo deteniendo el desarrollo del proceso oxidativo (Covas, 2008; De la Torre-Carbot et
al.,, 2010), otras funciones tales como antiagregantes plaquetarios, antihiperlipémicos
(Yang et al, 2007; Dell'Agli et al., 2008).

Diferentes autores también han establecido la relacion existente entre los
polifenoles del aceite de olivay algunos procesos inflamatorios. Como ejemplo, el 3,4-
DHPEA es capaz de intervenir en el metabolismo de los eicosanoides inhibiendo la
formacion de moléculas proinflamatorias como el leucotrino B, por inhibicion del
enzima lipooxigenasa (Servilli et al., 2009). Otros compuestos, como el p-HPEA-EDA
(oleocantal), presenta un efecto similar al producido por el ibuprofeno. Ambos,
polifenoles junto con el principio activo del féarmaco, son capaces de inhibir las
ciclooxigenasas en la ruta biosintérica de las prostaglandinas derivadas del &cido

araquidonico (Beauchamp et al., 2005).

También se ha investigado la relacion existente entre los polifenoles del aceite con
enfermedades del sindrome metabdlico. Liozzo et al., (2011) evaluaron la actividad de
extractos de diferentes variedades de aceite en ensayos in vitro con enzimas implicadas

en la diabetes (a-amilasa y a-glucosidasa) e hipertension (enzima convertidora de
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angiotensina). En este trabajo, todos los extractos demostraron una actividad in vitro

hipoglucemiante e inhibidora de la principal enzima asociada con la hipertension.

Varios autores han relacionado las propiedades bioactivas de los polifenoles del
aceite de oliva con la actividad antimicrobiana. Un claro ejemplo es el trabajo de
Medina et al., (2006) en el cua se demostr6 la actividad bactericida de estos
compuestos frente aun amplio espectro de bacterias tanto Gram-positivas como Gram-
negativas. Los compuestos responsables de esta actividad fueron el 3,4-DHPEA, el p-
HPEA, el 3,4-DHPEA-EDA, y e p-HPEA-DEA. De todos ellos, el polifenol que
mostré una mayor correlacion con la actividad batericida fue el p-HPEA-DEA. Este
compuesto también fue el principal responsable de la actividad bactericida demostrada
frente a Helicobacter pylori, indicando que podrian estar también realcionados con la

prevencion de la Ulcera gastrica (Romero et al., 2007).

Sin embargo la mayor popularidad de estos compuestos bioactivos se debe
fundamentalmente a sus efectos beneficiosos sobre la funcion celular y, en gran medida,
a la accion preventiva en el desarrollo de tumores malignos a evitar el dafio oxidativo
del ADN (Cicerale et al., 2009). En los ultimos afios numerosos estudios in vitro han
puesto de manifiesto la actividad anticancerigena de los polifenoles del aceite de oliva.
Investigaciones como la llevada a cabo por Fabiani et al., (2011) pusieron de manifiesto
la existencia de una relacion positiva entre el contenido en secoiroides y alcoholes
fendlicos con una mayor actividad anticancerigena. Ademas comprobaron que el
extracto fendlico completo presenté una mayor actividad que los compuestos aislados,
lo que podria indicar efectos sinérgicos entre este tipo de compuestos. Otros
investigadores, en el mismo campo, han demostrado que los polifenoles del aceite

evitan la peroxilacion lipidica en lineas celulares intestinales (Deiana et al., 2010).

En otros estudios tales como los de Menéndez et al. (2007) y el de Warleta et al.
(2011), se evalud la actividad anticancerigena de los compuestos fendlicos en el caso
del cancer de mama. Se lleg6 ala conclusion de que estos fenoles son capaces de inhibir
el crecimiento de las células cancerigenas y de reducir su expresion, aunque el

mecanismo de accion no ha sido dilucidado.

Los pigmentos presentes en el aceite de oliva se dividen en dos grupos:

clorofilicos y carotenoides. Los pigmentos clorofilicos o clorofilas son los pigmentos

fotosintéticos mas importantes presentes en el aceite de oliva. La molécula de clorofila

(Figura 1.8) presenta basicamente cuatro anillos pirrédlicos sustituidos, uno de los
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cuales esta reducido, y se hallan coordinados con un ién Mg . El caréacter hidrofébico
de estos compuestos se debe a la presencia del fitol, alcohol insoprenoide
monoinsaturado de estructura C20, que se encuentra esterificando el &cido propionico
de la molécula de clorofila. En las plantas superiores, sélo estan presentes la clorofila a
y b. La diferencia entre ellas estriba en que la clorofila a tiene un grupo metilo en el
carbono nimero 3 mientras que la clorofila b posee un grupo formilo. Las clorofilas son
los pigmentos hidrosolubles responsables del color verde del aceite de oliva, aun asi una
proporcion de estos pigmentos clorofilicos se oxidan, transformandose en feofitinas,
cuando el ion Mg+* del anillo central porfirinico es sustituido por un H+. Estos dltimos
compuestos son los responsables del color marron que toman los aceites en estado
avanzado de oxidacién o los que se elaboran de aceitunas més maduras (Gandul et al.,
1996).

Clorofila a @
o
Clonofilas (&) - A

CHy

CH, CHy CH, CH,

Figura 1.8. Estructura de las clorofilasay b.

Los pigmentos carotenoides, desde el punto de vista quimico, se clasifican como
terpenoides y se consideran biosintéticamente derivados del é&cido mevaldnico,
intermediario metabdlico que aporta la unidad bésica estructural. Se dividen en dos
grandes grupos: los carotenos (Figura 1.9a), que son estrictamente hidrocarburos, estos
compuestos mayoritariamente son P-caroteno, y las xantofilas (Figura 1.9b), que
contienen oxigeno, en el aceite de oliva principalmente se encuentran en forma de
luteina. Los carotenoides son los pigmentos responsables de la mayoria de los colores

amarillos y anaranjados de numerosas frutas y verduras.
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(-carcteno
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Figura 1.9. Esquema de los carotenos (@) (P-caroteno) y xantofilas (b) (luteina)

Ya se ha argumentado que el color caracteristico del aceite de oliva depende en
gran medida de las clorofilas y de los pigmentos presentes. No obstante, en el
correspondiente Reglamento (CEE) 2568/91 y actualizaciones, no se exige un andlisis

de la pigmentacion.

El color es una propiedad sensorial con una fuerte influencia sobre la aceptacion
de los alimentos, ya que contribuye de manera decisiva a la percepcion inicial que uno
puede tener sobre la madurez, grado de procesamiento, y otras caracteristicas de los
alimentos (Alos et al., 2006). En el caso de las aceitunas, este hecho ha llevado al
establecimiento de indices de madurez basados en la medida del color (Rapisarda et al.,
2001). Aunque, el color del aceite de oliva depende no solo del grado de madurez de la
aceituna, sino también de la variedad, el &rea de cultivo, el periodo de recoleccion asi

como de los métodos de elaboracion utilizados (Benedito et al., 2002).

El papel del color en la aceptacion de los alimentos por parte de los consumidores
ha llevado, en la dltima década, a la realizacion de numerosos estudios que tienen por
objetivo la caracterizacion de este atributo junto a otros pardmetros de calidad
(Meléndez-Martinez et al., 2007). De igua forma, muchas investigaciones se han
[levado a cabo con el objetivo de evaluar los cambios de color durante la maduracién
(Dufossé et al., 2005), la conservacion (Goncalves et al., 2007), etc. Sin embargo, en
los ultimos afios los estudios se han dirigido hacia la correlacion mediante modelos
estadisticos, del color con el contenido en pigmentos (Méndez-Martinez et al., 2003;
Ruiz et al., 2005; Meléndez-Martinez et al, 2007). Estos estudios ofrecen una serie de
ventgjas no solo para los cientificos, sino también para los productores de alimentos y

parala industria agroalimentaria, en general.
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Los esterdles son alcoholes de elevado peso molecular con una cadena lateral
alifatica que forman parte de la fraccion insaponificable del aceite, pudiendo estar en
forma libre o esterificada con ceras triterpénicas. En el aceite de oliva virgen, el esterol
mayoritario es el P-sistosterol (Figura 1.10), seguido del A-5-avenasterol, el
campesterol, y el estigmasterol, asi como otros esteroles minoritarios como el
colesterol, e campestanol, e A-7-campesterol, el clerosterol, e A-5,24-
estigmastadienol, el A-7-estigmastenol y el A-7-avenasterol (Sanchez et al., 2009).
Aunque usualmente su andlisis se relaciona con estudios de pureza, existen trabajos
donde se relaciona la composicién esterdlica con factores de variedad, maduracion,
zona de produccion y proceso extractivo (Berenguer et al., 2006; Lazzez et al., 2008;
Garcia et al., 2009; Krichene et al., 2009; llyasoglu et al., 2010). Las técnicas més
utilizadas para analizar los esteroles se basan en diferentes métodos
espectrofotométricos, mediante HPLC, y en particular, utilizando cromatografia de

gases (GC).

Estos esteroles se han relacionado con efectos cardiosaludables, no tanto por sus
propiedades antioxidantes o antitromboéticas, sino por reducir los niveles de LDL-
colesterol plasmético. Los esteroles presentan una estructura molecular andloga que
deriva del ciclopentanoperhidrofenantreno. Debido a su similitud estructural con el
colesterol, les permite establecer competencia con las moléculas del colesterol dietético
limitando o reduciendo su absorcion através de la barrera intestinal (Ghanbari et al.,

2012).

HO

Figura 1.10. Estructura del P-sisterol.

Los hidrocarburos triterpénicos (escualeno), y los alcoholes triterpénicos
(eritrodiol y uvaol) los cuales son cromatografiados junto con los esteroles, estan

generalmente localizados en el exocarpo de la aceituna (Chistopoulou et al., 1996).
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Durante la maduracion de la aceituna, se incrementa la concentracion de estos
compuestos cuanto mas fragil se hace el exocarpoy, por tanto, mas se fragmentadurante
la molturacion de la aceituna (Sanchez et al., 2004). El escauleno representa el 40 % del
total de la fraccion insaponificable. A este hidrocarburo triterpénico se le ha relacionado
con propiedades inmunomoduladoras y anticancerigenas frente ad iferentes tipos de
tumores, tales como el cancer de mama, de colon y de prostata (Ghanbari et al., 2012).
Recientes estudios in vitro han demostrado que, a pesar de poseer una baja capacidad
antioxidante, este compuesto es capaz de evitar el dafio oxidativo del ADN producido
por las ERO en células epiteliales mamarias (Warleta et al., 2010). Este hecho puso de
manifiesto que este compuesto podria contribuir al efecto preventivo que ejerce el aceite
de oliva sobre esta patologia, pero no paliativo. Esta observacion podria ser una de las
causas de la menor incidencia de cancer de mama en poblaciones de paises
mediterraneos. Por su parte, el eritrodiol y uvaol parecen estar relacionados con efectos
cardiovasculares, asi Allouche et al., (2010) evaluaron la actividad antiaterogénica de
estos compuestos in vitro sobre las LDL, junto con otros &cidos relacionados, el &cido
maslinico y el &cido oleanico, los cuales estan presentes en la piel de la drupa de olivay
en los subproductos que se originan durante el proceso de elaboracion del aceite de
oliva. Los resultados obtenidos pusieron de relieve las propiedades antioxidantes y
antitromboticas del eritrodiol y del uvaol, propiedades que justificarian la actividad

antiaterogénica previamente reportada en la literatura cientifica.

L os tocoferoles son otros de los constituyentes importantes dentro de la fraccion
insaponificable, de hecho comprenden entre e 2,8 y e 3,5% del total de los
componentes minoritarios. La forma a-tocoferol (Figura 1.11) es la que representa més
del 90 % de todas las formas encontradas en el aceite de oliva. Se caracteriza por su
actividad biologica vitaminica. El término "vitamina E" es utilizado para denominar a
los tocoferoles, siendo la forma a la mas activa, y considerada, por tanto, la auténtica
vitamina (Salvador et al.,, 2003). Se han realizado numerosas investigaciones
determinando el contenido de tocoferoles presentes en aceites de oliva de diferente
procedencia y, en todos los casos, se observé un amplio rango de concentracion. Su
contenido depende mucho tanto de la variedad de aceituna como de la época de
recoleccion, encontrandose un mayor porcentaje a principio de la campafa (Fedelli,
1993). A modo de ejemplo, Psomidou et al., (2000) analizaron el contenido de a-

tocoferol de 90 aceites de oliva virgen de diferentes variedades cultivadas en diferentes
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regiones de Grecia durante tres campafias consecutivas. Se observé que mas del 60% de
las muestras contenian valores superiores a los 200 ppm de a-tocoferol. En diferentes
aceites de oliva italianos los valores encontrados de a-tocoferol estuvieron
comprendidos entre 55 y 315 ppm (Esti et al., 1996; Manzi et al., 1998). En aceites de
procedencia espafiola, el contenido de a-tocoferol mostré una clara dependencia de la
variedad de aceituna; asi para la variedad cornicabra se encontraron valores
comprendidos en un rango situado entre 55 y 234 ppm (Salvador et al., 1999), para las
variedades hojiblanca y picual obtuvieron valores de 114-283 ppm y 223-432 ppm,

respectivamente (Aparicio et al., 1999).

OH

HaC

HaC

HaC, HsC GHz
Ha! - Hy

Figura 1.11- Estructura del a-tocoferol
Debido al caracter antioxidante de la vitamina E, este compuesto evita la
oxidacién de los lipidos de las membranas celulares en los sistemas biol 6gicos, previene
los desordenes de la piel, asi como la arterosclerosis y actla frente a diferentes tipos de
cancer (Psaltopoulou et al., 2011).
Finalmente, la ultima familia de compuestos minoritarios que caracterizan el

aceite de oliva son los compuestos volatiles responsables del aroma del aceite de oliva.

Existe una amplia bibliografia donde se relacionan las caracteristicas organolépticas del
aceite de oliva con los distintos compuestos aromaticos identificados en el aceite de
oliva (Angerosa et al., 1998 y 2004; Dabbou et al., 2009; Bendini et al., 2009; Vekiari
et al.,, 2010). La mayor parte de aromas responsables del frutado de aceituna y sus
matices verdes son los que derivan de la acciéon de la lipoxigenasa (LOX) sobre los
acidos linoleico y linolénico (Morales et al., 1997;Anguerosa et al., 1998; Lerker et al.,
1999;; Padilla et al., 2009). De manera resumida, la LOX promueve la formacién del 9-
y del 13-hidroperéxido de dichos &cidos grasos. Posteriormente, la accion de lipasas
especificas rompen los peroxidos para formar aldehidos C6, que en el caso de ser
insaturados, pueden pasar de la configuracion cis-3 a la trans-2 (mas estable), por la
accion de una isomerasa; por otra parte, los aldehidos C6 pueden ser reducidos a los

correspondientes alcoholes (por la alcohol-desidrogenasa), que a su vez dan lugar a
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asteres (por la alcohol-acetil-transferasa) (Servili et al., 2009). Cada uno de estos
compuestos puede asociarse a d eterminados aromas vegetales, como el frutado verde
(hexenal), manzana (E-2-pentenal), verde hoja (cis-3-hexenal), etc (Lercker et al., 1999;
Angerosa et al., 2004; Bendini et al., 2009). En el caso concreto del &cido linoléanico, la
LOX puede catalizar la formacién de radicales estables 1,3-penteno, que pueden
dimerizarse para formar hidrocarburos C10 (dimeros penteno), o pueden reaccionar con
un radical hidroxilo originando alcoholes C5 que asu vez pueden oxidarse a

compuestos carbonilo C5 (Servili et al., 2009).

Otros compuestos aromaticos se han asociado a caracteristicas sensoriales que se
corresponden con aromas no deseables, de hecho es probable que los aldehidos
formados, sean los principales responsables del sabor desagradable (Angerosa et al.,
2004). Morales et al. (1997) observaron que cuando al aceite de oliva virgen es forzado
aun proceso de termo-oxidaxién, en la primera hora de asta, desaparecen la mayoria de
los compuestos volétiles responsables de las caracteristicas sensoriales agradables del
aceite de oliva virgen, formandose compuestos sensorialmente desagradables. La
presencia del nonanal (no detectado en aceites de oliva virgen y virgen extra) podria ser
utilizado para determinar la iniciacion de la oxidacién. Morales et al. (1997) encontré
compuestos carbonilicos saturados, tales como el pentanal, hexanal, octanal, nonanal,
como los principales compuestos formados en el aceite de oliva oxidado (almacenado
durante 6, 8 y 16 dias a 60 °C).

Solinas et al. (1987) estudio la relacion entre la rancidez percibiday el contenido
en 2-pentenal, hexanal, 2-heptenal, 2-octenal, octanal y nonanal. El 2-pentenal y el 2-
heptenal fueron los principales indicadores de rancidez, con umbrales de 0,5y 15 ppm,

respectivamente (Kalua et al., 2007a).

Cabe mencionar la importancia que tienen las caracteristicas organolapticas del
aceite de oliva. El olor y el sabor de un alimento produce placer, y es el principal

reclamo para la aceptacion de los consumidores.

La complejidad y el equilibrio entre los diferentes compuestos que conforman el
aceite de oliva, hacen, de é&ste, uno de los alimentos clave en la dieta mediterranea, e
incluso hay autores que lo definen, en base atodas sus propiedades beneficiosas para la

salud, como un verdadero alimento funcional (Lozano-Sanchez et al., 2010).
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1.4. Calidad del aceite de oliva

La calidad del aceite de oliva se puede definir como el conjunto de propiedades o
atributos del aceite, los cuales determinan el grado de aceptacién por parte del

consumidor respecto aun determinado uso (Carpio y Jiménez, 1993).

Segun el Reglamento (CE) 61/2011 de la Comision, de 24 de enero de 2011, por
el que modifica el Reglamento (CEE) 2568/91 de la Comision, de 11 de julio de 1991,
relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de olivay
sobre sus métodos de andlisis, la calidad del aceite de oliva viene definida mediante
determinaciones quimicas como son: el grado de acidez, el estado de oxidacion y la
deteccion de anomalias, asi como por los resultados derivados del andlisis sensorial
relativos a las caracteristicas organolépticas del aceite, definidas por parte de un panel
oficial de catadores ap artir de la degustacion realizada en el laboratorio de cata,
cualificando y cuantificando los atributos positivos (principalmente el frutado) asi como
la ausencia-presencia de defectos. Bésicamente, el andlisis sensorial viene legislado por
el Reglamento (CE) 640/2008 de la Comision, de 4 dejulio de 2008, el cual modifica el
Reglamento general (CEE) 2568/91.

1.4.1. Parametros fisico-quimicos de calidad

Las determinaciones quimicas mas importantes que rigen la calidad y |la categoria

del aceite de oliva son:

- Grado de acidez (GA): expresa el porcentaje de acidos grasos libres presentes en

el aceite de oliva Su valor se expresa como porcentaje de &cido oleico. La
normativa actual define los limites del grado de acidez para las diferentes
categorias de aceite de oliva. Se considera el limite para el aceite de oliva virgen
extra en 0,8 % acido oleico, mientras que para el aceite de oliva el limite se
encuentra en el 2 % acido oleico, valores superiores aeste valor, califican a
aceite como lampante (aceite no apto para ser embotellado ni para el consumo
humano). Este pardmetro, debido a la sencillez de su andlisis, se utiliza
mayoritariamente en las almazaras para clasificar, en primera instancia el aceite
de oliva, sin embargo, Unicamente con este andlisis no se puede clasificar el
aceite de oliva. Es importante destacar que el GA no condiciona el sabor del

aceite de oliva'y solo puede ser detectado mediante un andlisis quimico.
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- indice de peréxidos (IP): Es uno de los indices mas utilizados en la quimica del

aceite de oliva. Este parametro ofrece informacién sobre el estado primario de
oxidacion de los &cidos grasos. El oxigeno atmosférico actla sobre el aceite de
oliva provocando la oxidaciéon de los acidos grasos al fijarse en las cadenas de
éstos, inicialmente sobre los dobles enlaces provocando la formacién de
peroxidos. Este indice se mide en miliequivalentes de oxigeno por kg de aceite
(meq.0, /kg aceite). Segun el reglamento actual, el limite entre el aceite de oliva
apto para ser embotellado y consumido (virgen extray virgen) y el lampante es

de 20 meq.02 /kg aceite).

- Prueba espectrofotométrica al  ultravioleta (indices k737. 'y _krm): Estos

coeficientes estan relacionados con la calidad del aceite de oliva derivado de su
estado de conservacion y de las posibles alteraciones causadas durante el
proceso de extraccion. Esto se debe a que algunos compuestos de oxidacion
primaria (peroxidos e hidroperoxidos) formados durante la extraccion y el
almacenamiento del aceite, absorben a 232 nm, mientras que los productos de
oxidacion secundaria (aldehidos, cetonas, etc.) lo hacen a longitudes de onda

més elevadas (232, 268, 270 y 274 nm).

De acuerdo con las ultimas modificaciones del Reglamento (CEE) 2568/91, un

aceite de oliva para clasificarse como aceite de oliva virgen extra debe presentar valores

del GA < 0,8 % acido oleico; IP < 20 meq.02/kg aceite; k232 < 2,50 y k270 < 0,22. Para
la categoria virgen, los valores maximos correspondientes a los parametros de calidad
corresponden a: 2,0 % acido oleico para el GA; 20 meq.O,/kg aceite parael IPy 26 y
0,25 para los coeficientes K ,,, y K,,,, respectivamente. Cuando el aceite supera uno o
mas de estos valores, el aceite se considera |lampante y por tanto no apto para su

comercializacion.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, ademas de cumplir con las
especificaciones fisico-quimicas mencionadas, es necesario realizar una andlisis

sensorial del aceite para poder definir correctamente la categoria del aceite de oliva.

1.4.2. Analisis sensorial del aceite de oliva

La valoracion de los diferentes atributos positivos y defectos que conforman el
analisis sensorial del aceite de oliva viene establecida por el método cientifico elaborado

por el Consgjo Oleicola Internacional (COIl) mediante la norma COT-T20/Doc. n°15
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Rev. del 2 de septiembre de 2007 y por el Reglamento (CE) 640/2008 de la Comision,
de 4 de julio de 2008. Dichos métodos tienen como objetivo establecer los criterios
necesarios para poder valorar las caracteristicas del "flavor" (conjunto de percepciones
de los estimulos olfactogustativos, tactiles y quimiosintéticos que pretenden identificar
un alimento) del aceite de oliva y definir la sistematizacion necesaria para llevarlos a
cabo.

Es una apreciacion general entre los catadores e investigadores en aceite de oliva,
que la zona geogréfica, las condiciones agrocliméticas, el estado de madurez de la
aceituna y los efectos de posibles enfermedades, inciden tanto en la composicién

qguimica como en las caracteristicas organolépticas del aceite producido.

Aungue en las diferentes normativas sobre la calidad de los alimentos tengan igual
importancia tanto las propiedades fisico-quimicas como sensoriales, son estas Ultimas

las que determinan el grado de aceptacion por parte de los consumidores

El panel de catadores, por una parte, informa de la presencia o no de defectos,
midiendo la intensidad los mismos en el caso de ser detectados, y, por otra, valoray
cuantifica la presencia de atributos positivos, entre los cuales cabe destacar (Rossell6 et
al., 2003; Barranco et al., 2008):

- Frutado de aceituna: aroma que recuerda a fruto del olivo y que puede

presentar matices verdes o maduros, tiene cierto caracter varietal y depende del
estado de la aceituna (sana, fresca, verde o madura). Se trata de una sensacion
compleja relacionada con |la presencia de diversas moléculas aromaticas, muchas
de las cuales se originan por via enzimética durante los procesos de trituracion y

batido de la aceituna.

- Vede Si las aceitunas son verdes y/o van acompafiadas de cantidades
significativas de tallos y hojas, el aceite de oliva presenta unas notas verdes que
recuerdan a la hierba o a la hoja. Segun la variedad también se pueden percibir

ciertos tonos de hierbas aromaticas y/o de tipo floral.

- Amargo: Sabor elemental caracteristico del aceite de oliva obtenido de aceitunas
verdes 0 en envero. Se percibe en las papilas circunvaladas de la uve lingual

(parte posterior de la lengua) y esta relacionado con la presencia de polifenoles.
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Picante: Sensacion tactil de picante, caracteristico de aceites producidos al
comienzo de la campafia, principalmente de aceitunas todavia verdes. Se percibe
en toda la cavidad bucal, especialmente en la garganta, y como en el caso del
atributo amargo, esta fuertemente relacionado con el contenido de compuestos

fendlicos, y por lo tanto, con lavariedad de aceituna.

Astringente: hace referencia a la sensacion de sequedad en la boca debido a la

presencia de ciertos compuestos fendlicos que interaccionan con la saliva.

Dulce: Sabor relacionado con la presencia de azlcares, aunque en el caso
particular del aceite de oliva, estd relacionado con la falta de sensacion de
amargor, picor y astringencia. Esta sensacion es tipica de aceites procedentes de

aceitunas maduras o de aceites vigjos.

En el caso de los atributos negativos o defectos que pueden aparecer en el aceite

de oliva cabe mencionar (Rossello6 et al, 2003; Kalua et al., 2007a):

Atrojado: sensacion aromatica relacionada con frutos fermentados por accion

microbiana en ausencia de oxigeno.

Borras. sensacion aromética debida a la fermentacion de sustancias de
decantacion de la parte baja de los depositos de aceite, por accién microbianay
en ausencia de oxigeno. Setrata de un defecto parecido al anterior en sus causas,

pero que tiene una percepcion diferente y normalmente muy desagradable.

Moho-Humedad-Tierra: sensacion aromética y también de boca que recuerda los

frutos enmohecidos, normalmente precedentes del suelo o de trujales donde los
frutos han permanecido demasiado tiempo a la intemperie antes de ser

procesados.

Avinado-Agrio-Avinagrado: aroma de etanol, de lacticos fermentados o de

vinagre, debido a la presencia de dichos compuestos por accion microbiana

sobre los azlcares de la aceituna antes de ser procesados.
Rancio: sensacion aromética propia de aceites viejos y oxidados.

Metélico: sensacion aromética propia de aceites que han estado en contacto,
durante un tiempo prolongado, con superficies metélicas, durante los procesos

de molienda, batido, prensado o almacenamiento.
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- Otros defectos: debidos adistintas alteraciones de los frutos (aceites heladas,

gusano, salmuera, etc.) o del aceite (metélico, alpechin, etc.).

La valoracion de los resultados la realiza el jefe del panel, calculando la mediana
de cada atributo asi como su coeficiente de variacion solida. Si el coeficiente de

variacion sblida de los atributos supera el 20% debe repetirse la sesién de cata.

Actualmente, en funcién del andlisis organoléptico, el aceite de oliva puede
clasificarse en tres categorias: "Virgen Extra", "Virgen" y "Lampante" en funcion de la
mediana de los posibles defectos (Md) que se pueden encontrar en el aceite y del
atributo frutado de aceituna (Mf) obtenidas por el panel de cata En este sentido, la
categoria "Virgen Extra" debe tener una Md=0 y una Mf>0, |la categoria "Virgen" debe
tener una Md<3,5 siempre y cuando tenga una Mf>0. Los aceites "Lampantes" son
todos aquellos que no cumplan lo anteriormente expuesto y aquellos que tengan una

Md>3,5.

Con €l fin de garantizar la fiabilidad de los resultados, l0s paneles de cata oficiales
deben estar certificados por la norma internacional 1SO 17025. Entre otros requisitos,
dicha norma exige trazabilidad, confidencialidad del origen de las normas, un adecuado
sistema de documentacion y, especialmente, un exhaustivo sistema de control de la
fiabilidad del grupo tanto a nivel de exactitud como de precisién (Romero-Aroca et al.,

2009).

1.5. Conservacion del aceite de oliva

El aceite de oliva se considera como un producto vivo y como tal se ha de tener
especial cuidado a la hora de manipularlo, almacenarlo y conservarlo, ya que si se hace
en condiciones deficientes puede experimentar cambios que pueden alterar sus

propiedades, tanto fisico-quimicas como organolépticas (Bendini et al., 2009).

Hoy en dia, la principal preocupacion por parte de los productores y envasadores
del aceite de oliva es el poder garantizar la estabilidad del aceite el mayor tiempo
posible. En el caso especial del aceite de oliva las reacciones de oxidacion son la
principal causa de la pérdida de calidad, y la velocidad de ésta, uno de los factores més

importantes que determinan de vida Gtil del aceite de oliva.

Por lo tanto, para mantener la calidad de los componentes volétiles y no volatiles

(fenoles y otros compuestos minoritarios) responsables de las caracteristicas
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organol épticas asi como de las propiedades nutritivas, tan apreciadas del aceite de oliva,
durante el almacenamiento y conservacion, es absolutamente imprescindible controlar

todos y cada uno de los factores que afectan a la oxidacion lipidica.

La elevada estabilidad oxidativa del aceite de oliva virgen extra con respecto a
otros aceites vegetales se debe, principalmente, a la composicion de &cidos grasos, en
particular, a la elevada relacién entre acidos mono- y poli-insaturados, asi como a la
presencia de algunos compuestos minoritarios que juegan un papel imprescindible en la

preservacion de la oxidacion (Bendini et al., 2009).

Pese a la elevada estabilidad oxidativa del aceite de oliva, este también es
susceptible a experimentar procesos oxidativos como son la oxidacién enzimética, que
se produce normalmente durante las etapas de extraccion, en frituras, la foto-oxidacion
(exposicion del aceite de oliva a la luz), la auto-oxidacion que se produce,
principalmente cuando el aceite de oliva esta en contacto con el oxigeno (atmosférico
y/o disuelto en la matriz lipidica) durante la extraccion, envasado y conservacion

(Frankel, 1985; Bendini et al, 2009).

La oxidacion lipidica es la consecuencia de la interaccién entre el triacilglicerol de
los &cidos grasos y el oxigeno molecular presente en la matriz del aceite de oliva. El
principal producto de esta reaccion son los hidroperéxidos, los cuales se generan
mediante un mecanismo que incluye la aparicion de radicales libres. Esta reaccion de
oxidacién presenta una energia de activacion elevada, esto hace que la reaccion aumente
la velocidad en presencia de precursores tales como trazas de metales, la luz o la

temperatura (Bendini et al., 2009).

La inestabilidad de los hidroperoxidos hace que se descompongan rapidamente
originando una gama o bateria de productos volétiles y no volétiles, tales como
aldehidos, entre otros, que son la causa principal de la sensacion a rancio en aceites

vegetales (Angerosa, 2004).

Entre otros factores, ademas de latemperaturay la exposicion ala luz, que puede
influir notablemente en la oxidacion de los lipidos se encuentran la permeabilidad del
oxigeno através del material del envase, asi como el oxigeno atmosférico presente en el
espacio comprendido entre la superficie del aceite y la parte inferior del tapon de la
botella (Bendini et al., 2009).

65



Introduccioén

Cabe destacar que el efecto de la oxidacion viene atenuado mediante la presencia
de compuestos antioxidantes tales como polifenoles y carotenos los cuales actian como
inhibidores de las reacciones de auto-oxidacién, mientras que los tocoferoles, clorofilas
y los fosfolipidos demuestran sus actividades anti- y pro-oxidantes en funcién del tipo

de aceite y de las condiciones utilizadas para su almacenamiento (Choe y Min, 2006).

1.5.1. Factores fisicos a tener en cuenta durante el almacenamiento del

aceite de oliva

Tal y como se ha mencionado anteriormente, en la etapa de almacenamiento y
conservacion es especialmente importante controlar los factores fisicos que promueven
la oxidacion lipidica con la finalidad de evitar la alteracion del aceite de oliva y, por

consiguiente, alargar su vida Util.

Los principales factores que deben tenerse en cuenta para un adecuado

almacenamiento son los siguientes:

- Disponibilidad de oxigeno.

El nivel de oxigeno presente en el aceite esta correlacionado con la presion parcial
y la difusién de éste desde la atmosfera hacia el interior de la matriz lipidica. Esta
difusion esté relacionada e influenciada por las condiciones y procesos utilizados en la

elaboracion del aceite (batido, centrifugado, decantacion, filtrado, etc.)

Una vez producido el aceite de oliva, éste se lleva a los tanques de
almacenamiento. La configuracion de estos también puede influir de forma notable en la
conservacion de aceite. En el caso de los depdsitos y de las botellas, en los cuales la
relacion volumen-superficie de contacto con el are es relativamente pequefia, la
difusion del oxigeno del aire hacia el interior del aceite es un factor que determina la
cinética del proceso oxidativo y depende del mecanismo de difusion (Yanishlieva-
Maslarova, 2001). En este sentido, en el caso de botellas, el volumen de aire presente
entre la superficie del aceite y el tapon del recipiente es uno de los factores més
importantes a considerar para reducir la disponibilidad de oxigeno. Es evidente que a
mas volumen de aire atmosférico en contacto con el aceite de oliva, mayor es la
disponibilidad de oxigeno que puede interaccionar con la parte lipidica del aceite. En la
misma linea de lo expuesto anteriormente, es de vital importancia controlar la porosidad
de la tapa del deposito o tapdn del envase, asi como la permeabilidad del oxigeno a

través del material con el cual se fabrica el envase. Todos estos factores pueden jugar un
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papel muy importante en la estabilidad del aceite de oliva durante el almacenamiento o

conservacion (Gutiérrez-Rosales et al., 1988; Del Nobile et al., 2003).

Para eliminar el factor de oxidacién atribuido a oxigeno atmosférico presente en
el espacio de cabeza, se han realizado estudios en los cuales se ha desplazado el aire del
espacio de cabeza mediante un gas inerte. Se ha observado como el uso de nitrégeno o
argén puede evitar o reducir de forma significativa el grado de oxidacion del aceite

durante el periodo de almacenamiento (Di Giovacchino et al., 2002).

En este mismo contexto, se han publicado algunos resultados sobre la
permeabilidad del oxigeno en diferentes materiales plésticos, comparando la estabilidad
del aceite de oliva virgen en funcion del material del envase. En el trabajo de Tawfit y
Kuyghebaert, (1999) se observé como la estabilidad en los envases de policloruro de
vinilo (PVC) era mayor que en envases de polietilenterftalato (PET), y a su vez, mejor

gue en envases de polipropileno (PP) y de poliestireno (PS).

Por otro lado, las diferencias observadas en el tiempo de vida Gtil del aceite de
oliva envasado en botellas de PVC o en vidrio, son atribuidas principaimente a la
diferencia de oxigeno disuelto en el aceite de olivay no a la permeabilidad del PVC o
del vidrio (Sacchi et al., 2008).

A dia de hoy, no se han encontrado estudios en los cuales se elimine, parcial o
totalmente, el oxigeno disuelto en la matriz del aceite mediante procedimientos fisicos
para minimizar las reacciones de oxidacién del aceite de oliva en los depésitos o

envases durante el periodo de conservacion.

- Temperatura de conservacion

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la temperatura de almacenamiento
es uno de los pardmetros mas relevantes atener en cuenta. Son muchos los trabajos que
han evaluado el efecto de la temperatura sobre la estabilidad y la vida util del aceite de
oliva. Entre éstos, cabe destacar un estudio de caracter cinético en el cua se observé la
evolucién de la reaccion de oxidacion del aceite de oliva almacenado ad iferentes
temperaturas (25, 40, 50, 60 y 75 °C), en ausencia de compuestos pro- y anti-oxidantes.
Los autores de este trabajo observaron como el valor de la constante de reaccién de
oxidacion aumentaba de manera exponencial a medida que se elevaba la temperatura
(Gémez-Alonso et al., 2004).
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El efecto de la temperatura sobre la oxidacién de aceite de oliva es bastante
complejo. Al mismo tiempo que un aumento de la temperatura de almacenamiento
promueve un aumento en la formacion de hidroperéxidos, también reduce la solubilidad
del oxigeno dentro de la matriz del aceite y aumenta la descomposicion de los mismos
hidroperdxidos, alternando el perfil de los compuestos de oxidacion formados en esta

etapa (Ragnarsson y Labuza, 1977; Velasco y Dobarganes, 2002).

-  Exposicién a la luz

La luz es otro de los factores importantes at ener en cuenta en el proceso de
oxidacion del aceite de oliva durante el almacenamiento, ya que puede actuar como
iniciador o precursor de la auto-oxidaciéon asi como promover, |0 que se conoce como
foto-oxidacion. Por lo tanto, evitar la incidencia de luz durante el almacenamiento es
vital para alargar la vida atil del aceite de oliva (Caponio et al, 2005). No obstante, con
frecuencia, el aceite de oliva virgen extra se suele proteger de la luz en el momento de
extraccion hasta que se exponen en los puntos de venta. Es apartir de este momento
donde la opacidad de los envases es fundamental para su conservaciéon (Gutiérrez-
Rosales et al, 1988; Méndez y Falques et al., 2007).

1.5.2. Factores quimicos a tener en cuenta durante el almacenamiento del

aceite de oliva

Ademas de los factores fisicos externos descritos anteriormente, la susceptibilidad
del aceite de oliva a la oxidacion también se ve influenciada por su composicion
quimica. Entre los diferentes componentes quimicos que pueden afectar a la calidad del

aceite durante su almacenamiento cabe destacar:

- Triglicéridos (TAGS)

La susceptibilidad de los lipidos a los procesos de oxidacién aumenta de forma
considerable en funcién del grado de insaturacion que presentan los acidos grasos que
conforman los triglicéridos. Ya en 1947 un estudio realizado por Holman y Elmer
demostré que el linoleato es 40 veces mas reactivo que el oleato, y que el linoleato, 2,4

veces mas reactivo que el linoleato.

- Acidos grasos libres (AGL).

Los é&cidos grasos libres presentan un efecto pro-oxidante (Miyashita y Takai,

1986; Bendini et al., 2009). Por lo tanto es especialmente importante contar con niveles
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bajos de AGL (asi como de hidroperdxidos) en el aceite de oliva recién elaborado, ya

gue estos compuestos pueden acelerar de forma significativa los procesos de oxidacion.

El efecto pro-oxidante de los AGL se debe a grupo carboxilico, el cua acelera la
descomposicion de los hidroperoxidos (Miyashita y Takay, 1986; Frega et al., 1999).
De hecho, los valores de estabilidad oxidativa del aceite de oliva aumentan

proporcionalmente con el aumento del porcentaje en acido oleico.
- Fenoles

Tal y como se ha mencionado anteriormente, existe una relacion directa entre el
contenido de compuestos fendlicos y la estabilidad oxidativa del aceite de oliva. En el
caso del hidroxitirosol y sus derivados secoiriodides muestran una actividad
antioxidante muy semejante a la de los fenoles (Baldioli et al., 1996; Carrasco-Pancorbo
et al., 2005), su capacidad antioxidante se debe a la formacion de un radical estable que
evitalainiciacion de las reacciones de oxidacion (Vasolini y Galli, 1998). Por otro lado,
el tirosol y sus derivados presentan una baja actividad antioxidante ac ausa de la
ausencia de grupos capaces de ceder electrones y de una elevada energia de transmision

que dificulta la formacién de estos radicales libres estables.

La presencia de estos compuestos fendlicos en el aceite de oliva, es
extremadamente importante dada su capacidad de evitar la oxidacion de los lipidos en

las etapas iniciales donde tienen lugar este tipo de reacciones.

- Pigmentos

L os carotenos, en especial el P-caroteno, se comporta como un auténtico protector
ante la foto-oxidacion del aceite de oliva ya que son capaces de desactivar el oxigeno

singlete transformandolo a su estado no reactivo de triplete (Wagner et al., 1999).

Por otro lado, la capacidad que tiene la molécula de la clorofila para absorber la
energia luminica y transferirla a otras substancias quimicas, hace que este compuesto
sea especialmente activo a la oxidacion lipidica del aceite de oliva. Aun asi, las
clorofilas también pueden actuar como antioxidantes cuando el aceite se conserva en
ausencia de luz, probablemente debido asu capacidad como donante de hidrégeno

(Psomiadou y Tsimidou, 2002).
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- Trazas de metales

L os metales de transicion como €l hierro (Fe) o el cobre (Cu), pueden actuar como
catalizadores de la descomposicion de los hidroperéxidos, generando radicales libres,
peroxilos y alcoholilos, los cuales inician una oxidacion en cadena via radicales libres
(Benjollou et al., 1991). Bendini et al., (2006) observé como la estabilidad del aceite de
oliva virgen extra, medida ap artir del indice de peroxidos y el coeficiente
espectrofotométrico K,,,, fue menor (bagjo las mismas condiciones) cuando el aceite se
almacend en contenedores de acero al carbono, que para el aceite almacenado en
contenedores no metédlicos. También se realizaron experiencias en contenedores de
cobre Ilegando ala misma conclusion. Esto demuestra la elevada capacidad de las trazas

de estos metales para promover reacciones de auto-oxidacion en el aceite de oliva.

En la Tabla 1.9, se muestra de forma esquematica y resumida algunos de los
aspectos mas relevantes relacionados con los principales factores externos e internos del

aceite de oliva que pueden influir de forma significativa en la oxidacion de los lipidos.
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Tabla 1.9. Efectos relevantes de los principales factores que influyen en la oxidacion
lipidica del aceite de oliva

Factores

Aspectos relevantes

Referencias bibliogr &ficas

Disponibilidad de
oxigeno

Presion parcial y difusion.
Permeabilidad de los
materiales del envase.

Uso de gases inertes dentro

del envase.

Gutiérrez-Rosales et al, 1988
Y anishlieva, 2001

Di Giovacchino et al., 2002
Sacchi et al., 2008
Stefanoudaki et al, 2010
Masella et al, 2012

Piras et al, 2013

Temperatura de
almacenamiento

Aumento de la constante
de reaccion.

Aumento de lavelocidad
de formacion y
descomposicién de los
hidroperéxidos.
Disminucién de la
solubilidad del oxigeno.

Ragnarsson and Labuza, 1977
Frankel, 1998

Velasco et al, 2002
Gomez-Alonso et al., 2004
Samaniego-Sanchez et al, 2012
Mancebo-Campos et al., 2014

Exposicién a la
Luz

Iniciacion auto-oxidacion.
Foto-oxidacion.
Envase opaco alaluz.

Gutierrez-Rosales et al, 1988
Caponio et al., 2005

Méndez y Flaqui, 2007
Masella et al., 2012

Rizzo et al, 2013

Trazas de metales

Catalizadores de la
descomposicién de
hidroperéxidos.

Benjelloun et al., 1991

Triglicéridos

Grado de insaturacion de
los &cidos grasos

Holman y Elmer, 1947

Acidos grasos
libres

Efecto pro-oxidante
gjercido por los grupos
carboxilicos.

Miyashitay Takagi, 1986
Kiritsakis et al., 1992
Frega et al, 1999

Relacioén directa entre €l
contenido y la estabilidad
oxidativa.

Hidroxitirosol y sus
derivados secoirioides son

Vazquez-Romero et al., 1973
Gutiérrez et al., 1977
Montedoro et al., 1992
Baldioli et al., 1996

Fenoles los antioxidantes mas Salvador et al., 1999
activos. Carrasco-Pancorbo et al., 2005
El tirosol y sus derivados De Leonardis et al., 2013
presentan una baja o nula Mancebo-Campos et al., 2014
actividad antioxidante.
Carotenos: Protectores Endo et al, 1984
eficaces contra la foto- Gutiérrez et al., 1992
oxidacion. Rahmani et al., 1998
Pigmentos Clorofilas: Pro-oxidantes Psomiadou Tsimidou et al.,

en presencia de luz y
antioxidantes en ausencia
de luz

2002
Samaniego-Sanchez et al., 2012
Rizzo et al, 2013
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1.6. Subproductos de la industria agroalimentaria

L os subproductos de la industria agroalimentaria son restos de naturaleza orgéanica
formados por aquellas partes de la materia prima que no son Utiles en el proceso de
fabricacion de los productos principales. Estos subproductos pueden llegar a representar
en algunos casos hasta el 75-80% del peso de la materia prima, como es el caso de la
industria del aceite de oliva. En general los subproductos de la industria agroalimentaria
apenas generan residuos toxicos o peligrosos y, en cambio, se caracterizan por un alto
contenido en materia organica y elevados valores de demanda biol6gica de oxigeno.
Ademas, |a generacion de estos subproductos suele ir ligada a una cierta estacionalidad,
de manera que se produce mucha cantidad de un determinado subproducto en un
espacio muy corto de tiempo. Todo ello hace que sean muy dificiles de eliminar y que
las industrias estén buscando diferentes alternativas para dar valor a estos subproductos
y poder reducir el impacto ambiental que generan, ademas de obtener un cierto
beneficio econémico a partir de los mismos. Entre los principales usos propuestos
destacan, entre otros, la obtencion de energia, la obtencion de otros productos mediante
diversos procedimientos bioquimicos, la aplicacion en suelos agrarios y la utilizacién
tanto en la industria ganadera como en la industria de la alimentacion humana. No
obstante, en muchos casos los altos costes hacen que sea necesario una elevada
inversion econdmica para el desarrollo y puesta ap unto de estas nuevas técnicas

haciendo que su expansién esté aln bastante limitada.

1.6.1. Los subproductos de almazara

Esparia es el primer productor y exportador mundial de aceite de oliva (616,3
Mt/afio), contando con la mayor superficie de olivar (2.584.564 has) y con el mayor
numero de olivos (282.696.000). A nivel nacional, el olivar es el segundo cultivo en
extension, después de los cereales. Andalucia es la comunidad con mayor superficie de
olivar, con alrededor del 60% de la superficie nacional seguido de Extremadura, segun
datos de la Agencia para el Aceite de Oliva (AAO, 2013).

Es evidente que la industria oleicola produce importantes beneficios
socioecondémicos en las zonas productoras, pero a mismo tiempo genera grandes
cantidades de subproductos y residuos potencialmente contaminantes, cuyos voliumenes
y caracteristicas dependen del método utilizado para la extraccion de aceite (Tabla
1.10).
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Tabla 1.10. Composicion de los subproductos mayoritarios de la industria oleicola

Subproducto

Caracteristicas

Alpechin

Residuo liquido constituido por pulpa de oliva, mucilago, pectinas y
aceite en emulsion, tiene un pH éacido, una conductividad eléctrica
elevada y un contenido importante en potasio, nitrégeno, fosforo,
calcio, magnesio y hierro, asi como sustancias organicas tales como
grasas, proteinas, azlcares, éacidos organicos, polialcoholes, y un
elevado contenido en polifenoles (de 0.9 a 24 g/L), los cuales son
potencialmente fitotoxicos (Jung et al., 2003). Asimismo, los
alpechines disminuyen la actividad biologica, debido a su actividad
antimicrobiana y son resistentes a la degradacién biologica (Cabrera
et al, 1996; Hafidi et al., 2005).

Orujo

Residuo sblido con un contenido en agua relativamente bajo,
constituido mayoritariamente por restos de pulpay hueso triturado de
aceituna. Sus caracteristicas dependen del método utilizado para la
extraccion. Los orujos del sistema de tres fases presentan una
humedad aproximada del 49% y un contenido graso del 5 al 7%. Los
orujos obtenidos por el sistema clasico presentan un contenido graso
del 9% y una humedad entre el 25 y 28%, aunque en la actualidad se
generan en pequefias cantidades (Lafka et al., 2011).

Alperujo

Residuo semisélido formado por los restos de pulpay hueso triturado
de aceituna, junto con el agua de vegetacion. Se caracteriza por tener
un contenido graso del 3 a 9% y mas del 60% de humedad (Molina et
al., 2003; Rodriguez et al., 2007). Su pH es ligeramente &cido (5,5) y
en su composicion se incluyen grandes cantidades de materia
organica (aprox. 909,6 g/kg de alperujo seco). Esta materia organica
estd constituida, mayoritariamente (< 70%), por compuestos
relacionados con la fibra alimentaria como hemicelulosas, celulosa y
lignina. Otros componentes de la materia organica son grasas (10%),
proteinas (7%), carbohidratos solubles (12%) y compuestos fendlicos
(1,4%). En cuanto alos minerales, el principal es el potasio (18,7 g/kg
de alperujo en base seca), presentando también otros minerales como
el nitrégeno, carbono, fésforo, hierro, calcio, magnesio, sodio, zinc y
manganeso, pero en niveles méas bajos (Albuquerque et al., 2004;
2006a; 2006b). La presencia de metales pesados como el plomo,
cadmio, cromo y mercurio es practicamente nula, con concentraciones
inferiores a 1 ppm (Madejon et al., 1998).

En la actualidad, el alperujo es el principal subproducto que se genera en la

extraccion de aceite de oliva por el sistema de centrifugacion de dos fases. Este sistema,

surgié como solucion al gran impacto ambiental provocado por el vertido de alpechines

en las instalaciones de tres fases. En el sistema de centrifugacion de tres fases se

obtenian tres salidas a la salida del decanter: el alpechin, el orujo y el mosto oleoso. De

manera aproximada, |os volumenes obtenidos de alpechin son en proporciéon de 1 a 1,2
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t/t de aceituna transformada (Casa et al., 2003). Esto estaba ocasionando un gran
problema medioambiental debido ala elevada cantidad de residuos que se generabay a
la estacionalidad de este tipo de residuo. El uso de la centrifugacion en dos fases
permitié obtener rendimientos de extracciones de aceite de oliva similares a de los
obtenidos en tres fases, con la ventaja de una menor incorporacién de agua. Este sistema
conllevé una reduccion en la generacion de residuos de alrededor del 75%. Ademas, al
haber una menor incorporacion de agua se origina una menor pérdida de compuestos
fendlicos ya que éstos son muy hidrosolubles, obteniéndose aceites més ricos en este
tipo de compuestos. El desarrollo del sistema de dos fases se efectué durante la
campafia oleicola 1991-1992, y répidamente, fue adaptado por la mayoria de las

almazaras espafiolas desplazando el método de tres fases (Roig et al., 2006).

Independientemente del sistema de extraccién, en todas las almazaras, aparecen
otros residuos, tales como las hojas de los olivos y los lodos de decantacion, de menos
importancia en cuanto a volumen, pero que en los Ultimos afios han atraido también el
interés de los investigadores, debido a su potencial como fuente de compuestos
fendlicos (Sahiny Samli 2013).

1.6.2. Alternativas para la gestion de los residuos

Entre las principales alternativas para el aprovechamiento de los residuos de
almazara a nivel industrial se han desarrollado tecnologias para generar biocombustibles
y energia eléctrica. También sirven como subproductos para obtener carbon activado,
enzimas, aceite, o proteinas para alimentacion animal (Azbar et al., 2004) y, pueden
asimismo, ser usados como fuente de compuestos bioactivos, como son los polifenoles
naturales. Para este tipo de aprovechamientos, se requiere contar e invertir en
infraestructuras a nivel industrial y acondicionar los subproductos para su correcto

procesamiento.

En el sector agricolay en zonas con bajo potencial de industrializacién, una de las
aplicaciones mas comunes de los residuos de almazara obtenidos con los sistemas tanto
de tres como de dos fases, es su utilizacion como materia organica para la fertilizacion
de cultivos y fuente de nutrientes (Azbar et al., 2004; Pérez et al., 2005). No obstante,
en el caso de los alpechines, la aplicacion directa al suelo puede originar efectos
negativos en algunos cultivos (Hadrami et al., 2004; Mantzavinos y Kakigerakis, 2005),

por lo que algunos autores han explicado diferentes técnicas como el tratamiento con
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cal, H,O,, el compostgje, etc., todas ellas encaminadas a disminuir este efecto negativo
(Aktlas et al., 2001; Komilis et al., 2005).

Otra alternativa es la fermentacion del alperujo en bio-reactores. Los productos
resultantes de la accion microbiana sobre la materia organica permiten incrementar sus
propiedades nutricionales y obtener un producto que pueda ser usado como

alimentacion animal y con fines agricolas (Morillo et al., 2009).

Otra de las aplicaciones para este tipo residuos o subproductos se basa en la
obtencion del aceite de orujo. Tradicionalmente, el orujo obtenido como subproducto de
la extraccion de aceite por el sistema de tres fases era secado y utilizado como base para
una segunda extraccion del aceite residual, el aceite de orujo, usando para e€llo
disolventes orgénicos como el hexano. Posteriormente, se sometia au n proceso de
refinacion con la finalidad hacerlo apto para el consumo humano. Sin embargo, a
consecuencia del elevado porcentaje de agua y de carbohidratos en el alperujo, esta
segunda extraccion del aceite presenta muchas dificultades. Por un lado, |la pasta de
alperujo tiende a quedar retenida en las paredes de los hornos, blogueando la salida de
los gases durante la evaporacion de los disolventes e incrementando el riesgo de
explosion (Arjona et al., 1999). Por otro lado, el elevado porcentaje de humedad de la
pasta hace que se tenga que aportar mucha energia para secarla, incrementando de
forma considerable los gastos derivados de esta accion. A pesar de estas dificultades, se
han desarrollado diferentes instalaciones adaptadas para el trabajo con alperujo vy
mejorar el grado de extraccion del aceite de orujo mediante un mayor grado de

automatizacion del proceso (Krokida et al., 2002; Arjona et al., 2005).

El orujo procedente de la extraccién en tres fases y el residuo seco resultante de la
extraccion del aceite de orujo tiene un alto poder calorifico (400 kcal/kg), por lo que
puede ser utilizado como combustible para la cogeneracion de energia eléctrica en las
orujeras 0 en las propias almazaras (Caputo et al., 2000). Por otra parte, recientes
estudios han demostrado que la digestion anaerdbica del orujo y del aperujo permiten la
obtencién de biogas (una mezcla de metano, mondxido de carbono, dioxido de carbono
y otros gases en menor proporcion) debido a su alto contenido en materia organica. Esta
digestion tiene como ventgja que, por un lado, se produce un combustible, el biogés,
que puede ser usado para la generacion de energia eléctrica 'y a la vez se obtiene un
residuo solido estable que tiene aplicaciones agricolas (Borja et al., 2002; Rincon et al.,

2008). Finalmente, la obtencidn de bioetanol a partir de este tipo de residuos también ha
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sido evaluada, en parte, gracias al elevado porcentaje de compuestos ricos en azlcares,

como la celulosay las hemicelulosas (Georgievay Ahring, 2007)

Por otra parte, también se pueden aprovechar estos subproductos como fuente de
compuestos de alto valor afadido. Los residuos de almazara son muy ricos en
compuestos fendlicos. De hecho, durante el proceso de extraccion del aceite de oliva, la
mayor parte de los compuestos fendlicos presentes en las aceitunas (> 97%) quedan
retenidos en estos subproductos debido a su alta solubilidad en medio acuoso (Rodis et
al., 2002). Esta circunstancia, ha provocado que estos subproductos, en los Ultimos
anos, hayan recibido una especial atencién, convirtiéndose en productos muy atractivos
como fuente natural de compuestos antioxidantes (Visioli et al., 1999; Schierber et al.,
2001; Suérez et al., 2009; 8ahim et al., 2013). En este sentido, numerosos estudios se
han Ilevado acabo con el fin de establecer diferentes estrategias para su extraccion y
aislamiento. Obied et al., (2005) estudiaron la extraccién de los compuestos del alperujo
usando diferentes tipos de disolventes organicos, observando que la mezcla metanol-
agua era la que permitia una mayor recuperacion de este tipo de compuestos. Siguiendo
la misma metodologia, Lafka et al. (2011) estudiaron el efecto del disolvente (metanol,
etanol, propanol, isopropanol y etil acetato), la relacion entre disolvente/soluto y el pH
sobre la extraccion de compuestos fendlicos del orujo obtenido a partir de la extraccion

de aceite de oliva en tres fases.

Otros autores, en cambio, se han centrado en la obtencion de compuestos puros a
partir del alperujo para poder comercializarlos como estédndares. Asi, Balafios et al.,
(2002) desarrollaron un sistema para purificar el hidroxitirosol, uno de los compuestos

fendlicos mas caracteristicos del aceite de oliva debido a su poder antioxidante.

No obstante, para la utilizacion de estos compuestos como aditivos en la industria
alimentaria, se debe seguir la normativa existente, evitando el uso de todos aguellos
disolventes que no garanticen la proteccion de la salud y que, por tanto, no estan
autorizados. Inicialmente, la Unica Reglamentacion existente al respeto, erala Directiva
(CEE) 344/88 del Consejo, de 13 de junio de 1988, relativa a la aproximacion de las
legislaciones de los Estados miembros sobre los disolventes de extraccion utilizados en
la fabricacion de productos alimentarios y de sus ingredientes. Esta directiva se
modifico en los afios posteriores varias veces hasta que finalmente, en 2009, se publico
la version refundida como Directiva (CE) 32/2009, del Consejo, de 23 de abril de 2009.
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Uno de los aspectos més importantes de esta Directiva es la inclusion a la lista de
disolventes que pueden ser utilizados respetando las buenas practicas de fabricacion
para el tratamiento de materias primeras, de productos alimentarios o de componentes
de productos alimentarios o de sus ingredientes. Se considera que se respectan las
buenas précticas de fabricacion si su empleo sblo produce la aparicién de residuos o de
derivados y en cantidades técnicamente inevitables y que no suponen riesgos para la

salud humana. Estos disolventes son:

- Propano

- Butano

- Acetato de etilo

- Etanol

- Anhidrido carbénico

- Acetona (excepto para el refinado de aceite de orujo de oliva)

- Protéxido de nitrégeno

A su vez, se especifican una serie de disolventes que pueden ser utilizados

siempre y cuando los residuos que aparezcan en los productos no superen unos limites
establecidos. Entre estos disolventes se encuentran el hexano, acetato de metilo,

metiletilacetona, diclorometano, metanol y 2-propanol.
1.6.3. Técnicas de obtencién de extractos fendlicos

1.6.3.1. Técnicas tradicionales de extraccion y analisis

La extraccion de compuestos fendlicos es muy compleja y depende de mdltiples
factores tales como la naturaleza de la matriz que los contiene, o de la estructura
quimica de los compuestos a separar. Por lo tanto, no existe una estrategia concreta a
seguir que sea comun para todo tipo de muestras, sino que debe optimizarse para cada

caso concreto.

En general las técnicas de extraccién de compuestos fendlicos pueden agruparse
en dos grandes grupos. extraccion liquido-liquido, usando disolventes organicos y
extraccion en fase solida (SPE). En la extraccion liquido-liquido, los compuestos
fendlicos se extraen por difusion desde la matriz sdlida a la fase liquida. En un primer
momento, las particulas de los fragmentos solidos absorben solvente debido a las
fuerzas osméticas, por capilaridad y por solvatacion de los iones de las células.

Seguidamente, tiene lugar la difusion de los fenoles desde el interior de las particulas
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hacia el exterior (Escribano-Bailon et al., 2003). Por otro lado, la extraccién SPE se
basa en el uso de cartuchos con un relleno especifico que tienen afinidad por los
compuestos fendlicos de interés. En este caso, en primer lugar se tienen que activar 1os
cartuchos con tal de potenciar la absorcion de los fenoles. Una vez cargada la muestra,
se procede aeliminar las impurezas que pudiera contener y, finalmente, se eluyen los
compuestos fendlicos usando un solvente que tenga una buena afinidad por ellos y los

pueda liberar.

La extraccion de los compuestos fendlicos se ve afectada por mdltiples factores

como:

- Tipo de disolvente: tradicionalmente, el disolvente més usado ha sido el metanol

(Obied et al.,, 2005b). Sin embargo también se han utilizado otros como el
etanol, la acetona, el acetato de etilo, el n-butanol, el n-propanol y el isopropanol
(Lafka et al., 2011). Hay que tener en cuenta que, en la naturaleza, los
compuestos fendlicos, a igual que en el aceite, suelen estar en forma glicosilada.
Esto influye en su extraccién haciendo que tengan una mayor afinidad por el
agua. De ahi que, en general, en los procedimientos de extraccion los solventes
organicos no se utilizan puros sino mezclados con agua. Sin embargo, para la
extraccion de formas agliconas de baja polaridad como las isoflavonas y las
flavonas es necesario el uso de disolventes organicos puros (Bradshaw et al.,
2001). En general mezclas hidroalcohdlicas del 60-80% permiten una buena
extraccion de los derivados hidrocindmicos, flavonas, flavonoles y catequinas a
partir de muestras de frutas y legumbres (Escribano-Bailon et al., 2003).

- pH de medio de extraccién: el pH determina e grado de solubilidad de los

fenoles en el solvente de extraccion. También puede influir en la extraccion de
los compuestos que sean potencialmente hidrolizables. En general, la adicién de
&cido, hastapH 2 o0 3, se suele utilizar para la precipitacion de proteinas (Coccon
et al, 2001).

- Temperatura de extraccion: el uso de elevadas temperaturas mejora la eficiencia

de extraccion. Esto es debido aq ue las paredes celulares se vuelven mas
permeables debido a la degradacion de los polisacéridos pécticos,
incrementandose el coeficiente de difusion y la solubilidad de los compuestos.
También disminuye la viscosidad de los solventes, facilitando el paso de los

compuestos fenolicos através del sustrato solido. Sin embargo, temperaturas
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excesivas puede provocar una importante degradacion de los compuestos
fendlicos. Por lo tanto, no es recomendable trabajar a temperaturas superiores a
25-30 °C (Robards, 2003).

- NUmero de pasos de extraccion y volumen del solvente: la eficacia de la

extraccion se incrementa con el nimero de pasos en los que se divide el proceso
de extracciéon. Como ejemplo, se obtuvo un mayor rendimientos cuando se
realizaron cuatro extracciones usando 50 mL de solvente, que cuando se efectud
una unica extraccion con 200 mL (Naczk y Shahidi, 2004).

- Formay el tamafio de particula: el tamafio de particula determina la superficie

de contacto del soluto con el solvente de extraccion. Esto tiene una influencia
directa con el rendimiento de extraccién, de modo que, a reducir el tamafio se
incrementa de forma significativa la extraccion de los compuestos fendlicos
(Luthria, 2008).

Los métodos tradicionales para la determinacion del contenido total de
compuestos fendlicosde los extractos obtenidos se basan en técnicas
espectrofotométricas, por medicion directa de la absorbancia en el ultravioleta o usando
métodos colorimétricos como el Folin-Ciocalteau. Sin embargo, la gran diversidad de
compuestos fendlicos que existen hace que el grado de selectividad de estas técnicas no
sea del todo adecuado, ya que es dificil trabajar auna longitud de onda Optima para
todos los diferentes compuestos fendlicos. Ademas, estas técnicas son muy sensibles a
interferencias, lo cual puede llevar auna sobreestimacién de los resultados (Antolovich
et al., 2002). Es por ello que para la correcta identificacion y cuantificacion de estos
compuestos bioactivos, las técnicas cromatograficas unidas auno a mas detectores son
las més utilizadas en los laboratorios de andlisis, siendo las més sensibles y permitiendo
identificar cada uno de los fenoles de forma individual. Por un lado, esta la
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), y por el otro, la cromatografia de
gases (GC). Ambas técnicas ofrecen buenos resultados. Sin embargo, la necesidad de
derivatizar en la GC hace que su uso se vea limitado a los analitos en los que esto es

posible.
1.6.3.2. Nuevas tendencias en las técnicas de extraccion

Los métodos tradicionales de obtencién de extractos fendlicos usando disolventes
orgénicos presentan numerosos inconvenientes. En general, se trata de métodos muy

largos y laboriosos que consumen una gran cantidad de solvente y cuya selectividad

79



Introduccioén

depende considerablemente de los compuestos fendlicos presentes en la materia prima.

Ademés, se debe tomar en consideracion que para la utilizacion de los extractos en la

industria alimentaria es conveniente evitar en la medida de lo posible e uso de

disolventes organicos, sobre todo de aquellos que puedan presentar algin tipo de

toxicidad (King, 2000). Por todo ello, en la actualidad, se estdn desarrollando nuevos

sistemas de extraccion que pretenden solucionar estos problemas. Los méas destacados

son:

Extraccion supercritica: la extraccion supercritica se basa en el uso de un fluido

en condiciones de presion y temperatura por encima de su punto critico. Bgjo
estas condiciones, las propiedades del fluido cambian y se sitdan entre las de un
gasy un liquido. Asi, mientras que su densidad es més parecida a la del liquido,
la viscosidad se parece més a la del estado gas y la difusividad presenta valores
intermedios entre los dos estados. En general, se considera que el estado
supercritico es aquel en el que el liquido es compresible (Herrero et al., 2006).
Debido a las particulares propiedades fisico-quimicas de los fluidos
supercriticos, su uso presenta ciertas ventajas respecto al os métodos
tradicionales de extraccion. De esta manera los rendimientos de extraccion son
mayores que si se usara en estado liquido, en parte, debido al alto valor del
coeficiente de difusividad. Entre los solventes usados en forma supercritica el
mas usado es el diéxido de carbono, debido a la mayor facilidad que hay para
alcanzar su punto critico (31,3 °C y 72,9 atm). Ademas, el hecho de que el
dioxido de carbono sea gas at emperatura ambiente permite la obtencién de
extractos libres de residuos. Esta técnica es una de las que méas auge ha tenido,
usando para extraer compuestos fendlicos de diferentes fuentes como legumbres,

especias, plantas aromaticas y frutas (Herrero et al., 2010).

Extracciobn con microondas: en la Ultima década han aumentado

considerablemente el numero de estudios basados en la aplicacion de
microondas para acelerar la extraccion de analitos de diferentes matrices. Las
microondas son radiaciones no ionizantes que se caracterizan por producir
cambios en la vibraciéon de las moléculas por migracién de los iones y rotacion
de los dipolos sin por ello cambiar su estructura molecular. Esta técnica es muy
atil para la extraccion de compuestos fendlicos que sean estables térmicamente a

partir de muestras sblidas usando para ello mezclas de disolventes polares y no

80



Introduccioén

polares (Mahugo et al., 2009). Con el fin de optimizar el rendimiento de
extraccion usando esta tecnologia se han estudiado diferentes pardmetros del
proceso como la temperatura, la potencia, el tiempo de extraccién, el volumen
de solventes y diferentes mezclas de disolventes como acetona-hexano y
acetona-metanol. Entre estos pardmetros los que han mostrado un mayor

impacto son latemperaturay la potencia de trabajo.

Extraccién acelerada con disolventes: esta técnica de extraccién consiste en el

uso de una celda que contiene la muestra sdlida y a la que se introduce el
disolvente a elevada presion y temperatura con lo que se favorece la difusion de
los compuestos fendlicos en un corto periodo de tiempo y con gran eficiencia.
En este caso, ad iferencia de la extraccion con fluidos supercriticos, las
condiciones son inferiores a las del punto critico. Asi, las presiones que se
pueden llegar a alcanzar en el interior de las celdas son del orden de las 210 atm
y 200 °C (Ramos et al., 2002). La extraccion se puede hacer de forma estatica
(dejando la muestra con el solvente dentro de la celda presurizada durante un
periodo de tiempo), dinamica (haciendo pasar el fluido presurizado por la celda
continuamente) o estético-dinamica (combinando ambas modalidades) (Japén-

Lujan y Luque de Castro, 2007).

Extraccion con agua s ub-critica: las condiciones externas necesarias para
alcanzar el punto critico del agua (374 °C y 218 atm) hacen que no sea factible
su uso en condiciones supercriticas con fines extractivos (Li et al., 1993). En
cambio, debido a las particulares propiedades de agua, es especialmente indicada
para usar en condiciones sub-criticas (es decir, a elevada presion y temperatura
pero situandose por debajo del punto critico con lo que siempre se mantiene en
su estado liquido). Asi, debido a los cambios que sufre en los valores de la
constante dieléctrica, latension superficial y la viscosidad hacen que aumente la
difusion de los compuestos fendlicos en ella con el que se obtienen grandes
rendimientos de extraccion. Esta técnica ha sido usado para extraer compuestos
fendlicos de plantas arométicas como el romero y la mentay para la extraccion

de aceites esenciales (Ozel et al., 2003).

Extraccion asistida acusticamente: Actualmente, los ultrasonidos de potencia se

han afianzado como alternativa viable en el proceso de extraccion de

compuestos fendlicos a partir de una amplia variedad tanto de productos como
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de subproductos agroalimentarios. Dado que esta fue la técnica elegida para la
extraccion de componentes bioactivos ap artir de los subproductos generados
durante el proceso de elaboracion del aceite de oliva, a continuacién se exponen
los fundamentos y las principales aplicaciones de esta nueva tecnologia en el

ambito agraolimentario.

1.7. Utilizacion de los ultrasonidos de potencia en la industria alimentaria.

La aplicacion de los ultrasonidos (US) de potencia, estd encontrando un uso
creciente en la industria alimentaria, tanto para el analisis como para la modificacion de
los productos alimentarios. El uso de los US de potencia en el procesamiento,
preservacion y extraccion de alimentos crea nuevas metodologias que a menudo
complementan a las técnicas clésicas, y abre nuevas ventanas en la mejora de diferentes
procesos como la cristalizacion, desgasificacion, secado, extraccion, filtracion,

congelacion, homogeneizacion, etc. ampliamente utilizados en el campo alimentario.
1.7.1. Ultrasonidos de potencia

La energia aclstica es uno de los tipos fundamentales de energia que pueden
encontrarse en la naturaleza. Las ondas que la componen no son méas que oscilaciones
mecanicas en el tiempo y en el espacio que, adiferencia de las ondas electromagnéticas,

necesitan de un medio material para su propagacion (Cércel, 2003).

Al igual que cualquier tipo de onda, los ultrasonidos se caracterizan por una serie
de parametros, entre los que principalmente destacan la frecuencia, la intensidad y
potencia acusticas, y la atenuacion (Garcia Pérez, 2007). La frecuencia (f, Hz) se define
como el numero de vibraciones o ciclos completados por la onda por unidad de tiempo.
Se entiende por la intensidad de una onda acustica (I, W/m?®), la energia media
transmitida por unidad de tiempo através de la unidad de érea perpendicular a la
direccion de propagaciéon de la onda. La potencia acustica (P, W) es la energia total
irradiada por la fuente ultrasonica por unidad de tiempo, y puede calcularse a partir de la
intensidad acustica y del &ea de la superficie radiante. Por su parte, la atenuacion se
define como la disminucion de la intensidad de la onda durante su propagacion através
de un determinado medio, a aumentar la distancia a la fuente que la produce. Este
fendbmeno puede ser consecuencia de la reflexion, dispersion y/o difraccion de la onda,

asi como de la conversion de parte de la energia cinética en calor.
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Las ondas acusticas pueden clasificarse en funcién de su frecuencia (Figura 1.12),

denominandose ondas subsonicas aquéllas que se encuentran por debajo de los 20 Hz;

ondas sbnicas, las que presentan frecuencias comprendidas entre 20 Hz y 20 kHz, rango

que aproximadamente delimita el campo de audicion humano; y ondas ultrasonicas o

ultrasonidos, que son aquéllas que superan los 20 kHz de frecuencia (Mason, 1998).

0 i 10 ¢ 1" 10 1 100 He

[T T T T

0 - 20 IIz Subsonidos o infrasonidos
20 Hz - 20 kHz Rango de audicion humano

20 kHz - 100 kHz Aplicaciones mas frecuentes de los ultrasonidos de potencia

| (3}

500 kHz - 10 MHz Aplicaciones mas frecuentes de los ultrasonidos de sefial

Figura 1.12. Clasificacion de las ondas acusticas en funcion de la frecuencia

A su vez, los ultrasonidos pueden clasificarse en funcion de la frecuencia de

propagacion que asu vez condicionar4 aplicaciones industriales. A partir de su

frecuencia e intensidad se pueden distinguir:

Ultrasonidos de baja intensidad o s efial. Estos se caracterizan por presentar

frecuencias comprendidas entre 500 kHz y 10 MHz, e intensidades inferiores a 1
W/cm®. Dado que la energiatransmitida al medio por este tipo de ultrasonidos es
débil, su aplicacion no induce cambios en el sistema. De ahi, su uso en el control
de procesos y en el andlisis no invasivo de materiales. Ejemplos de ello serian la
imagen médica, los sondeos submarinos o la monitorizacion de la composicion
y/o propiedades de los alimentos durante su procesado y/o almacenamiento
(Cércel, 2003). Estas aplicaciones diagndsticas se basan en el estudio de la
variacion de las propiedades de las ondas acusticas (velocidad, atenuacién) a su

paso por un medio fisico concreto (Cércel et al., 2012).

Ultrasonidos de alta intensidad o potencia. A diferencia de los de sefial, éstos

presentan frecuencias que oscilan entre 20 y 500kHz y su intensidad es superior
a 1 W/cnr. Estetipo de ultrasonidos tiene la capacidad de producir cambios en
las propiedades fisicas, mecénicas, quimicas y/o bioquimicas del material o
proceso en el que se aplican, derivando de ello una amplia gama de aplicaciones
industriales (Awad et al., 2012).
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Los efectos atribuidos a los US pueden ser muy diferentes en funcion del medio
fisico sobre el que se apliquen (Cércel et al., 2012). En el caso de medios liquidos, la
mayoria de ellos estan asociados al fendmeno de cavitaciéon, que consiste en la
formacién, crecimiento e implosion de nano/microburbujas de gas en el seno del liquido
como consecuencia de las fluctuaciones de presion generadas por el paso de las ondas
ultrasonicas (Virot et al., 2010; Shirsath et al., 2012). Cuando los US se propagan a
través de un fluido, las moléculas oscilan alrededor de su posicion de equilibrio,
haciendo que las distancias intermoleculares se modifiquen continuamente siguiendo
ciclos alternos de compresion y descompresion. Durante los ciclos de compresion, los
ultrasonidos ejercen una presion positiva sobre el liquido y las moléculas tienden a
aproximarse. Mientras que durante los ciclos de descompresion, se produce el efecto
contrario, generandose una presién negativa que tiende as epararlas. Alcanzado un
cierto umbral de intensidad ultrasonica, la disminucién de presion durante el ciclo de
descompresion puede vencer las fuerzas de atraccién entre moléculas colindantes,
pudiendo aparecer cavidades en el seno del liquido ap artir de nacleos de gas pre-

existentes (Esclapez et al., 2011).

El intercambio de gas entre el liquido y las burbujas de cavitacién es proporcional
al &rea de transferencia. Durante los ciclos de descompresion o presion negativa, €l flujo
de gas se produce desde el liquido hacia la burbuja, haciendo que ésta se expanda. No
obstante, durante el ciclo de compresion o presion positiva, €l flujo de gas tiene lugar en
direccion opuesta y la burbuja se contrae. Si el flujo de gas del sistema burbuja-liquido
es similar en ambas direcciones, las oscilaciones de tamafio son regulares, apareciendo
la denominada cavitacion estable. Esta suele darse cuando la intensidad ultrasénica no
es muy elevada y/o cuando las ondas acusticas son de frecuencia alta. No obstante, bajo
condiciones de elevada intensidad y baja frecuencia ultrasonicas, la cantidad de gas que
gana la burbuja en el ciclo de expansion es mayor que la perdida durante el ciclo de
compresion, apareciendo la conocida como cavitacion transitoria En ella, la burbuja
crece progresivamente en cada ciclo hasta que alcanzado el tamafio critico en resonancia
con la frecuencia ultrasonica aplicada, la burbuja implosiona (Figura 1.13) (Carcel,
2003; Patist y Bates, 2008). Ello genera un punto localizado de elevada energia, donde
se estima que las condiciones de presion y temperatura alcanzan valores de 1000 atm y

5000 K, respectivamente (Bhaskaracharya et al., 2009).
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Compresion Compresion Compresion

Descompresion Descompresion Descompresion

Burbujas ® . .
de cavitacion

Figura 1.13. Crecimiento de las burbujas de cavitacién en el seno de un
liquido sobre el que se aplican ultrasonidos de potencia (Garcia-Pérez, 2007).

Ademéas de dichas condiciones extremas, la implosién de las burbujas de
cavitacion provoca un gran numero de efectos mecénicos en el sistema, tales como
microcorrientes, turbulencia y colisiones intermoleculares a alta velocidad (Shirsath et
al., 2012). En el caso de sistemas solido-liquido, tiene lugar la formacion de microjets
(Figura 1.14) como consecuencia de la implosion asimétrica de las burbujas de
cavitacion en posiciones cercanas a la interfase sdlido-liquido. Los microjets pueden
alterar de forma significativa las caracteristicas y estructura del solido, pues provocan el
descamado y erosion de su superficie, asi como la formacién de microfracturas, con la
consecuente dispersion de particulas, el descubierto de nuevas superficies activas y el
incremento de transferencia de materia entre las dos fases (Vilkhu et al., 2008; Ye et al.,

2011).

Efecto de microcorricntes

Burbuja en el seno del liquido

de cavitacién

/ Superficie
| sy

Figura 1.14. Formacion de microjets en una interfase sdlido-liquido como
consecuencia del fendémeno de cavitacion producido por la aplicacion de
ultrasonidos de potencia (Gonzalez-Centeno, 2013).

85



Introduccion

La intensidad del fenébmeno de cavitacion, asi como sus efectos, depende de las
caracteristicas del medio y de las variables del proceso (frecuencia e intensidad

ultrasonicas y temperatura) (Cércel et al., 2012).

1.7.1.1. Equipos

El equipo necesario para la aplicacion de los US estd constituido por tres
elementos fundamentales: un generador, un transductor y un emisor (Garcia Pérez,
2007). El generador transforma la sefial eléctrica de la red a la frecuencia deseada. El
transductor, que suele ser un cuerpo vibrante, es la fuente que genera los ultrasonidos a
partir de la sefial eléctrica de alta frecuencia que recibe del generador. EI emisor, por su
parte, es el elemento que transmite la energia acuUstica generada por el transductor al

medio que se desea tratar (Patist y Bates, 2008).

De entre los equipos de aplicacion de US en medios acuosos destacan
principalmente los bafos de ultrasonidos (Figura 1.15) y los sistemas tipo sonda
(Figura 1.16). Los bafios de US son posiblemente los sistemas de aplicaciéon de US mas
utilizados, debido a que se trata de equipos simples, compactos y econémicos, con los
transductores colocados en la base del recipiente y con el sistema de generacién-emision
incluidos en el mismo. Sus principales limitaciones son la poca potencia que,
comparados con otros sistemas, suministran a medio; la dificultad en el control de
temperatura; y la variacion de la intensidad ultrasonica en funcion de la posicion dentro

del bafio, con lo que resulta de gran importancia controlar este parametro.

Ona
estacionatia

Resisténcia

Tancd'acer
inoxidable

=

Figura 1.15. Figuray esquema de un tanque de US

En los equipos tipo sonda, se utiliza una sonda metalica como emisor del sistema
para aplicar al medio liguido la vibracion generada por el transductor. EI material
utilizado para su fabricacion debe tener una ata resistencia a la fatiga y erosion que

provoca el fendmeno de cavitacion. No obstante, el desgaste y formacion de
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irregularidades en su superficie es inevitable, siendo necesario el control periddico de la

sonda para evitar pérdida de eficacia en la emision de ultrasonidos.

Capsula que conté el .
Generador
transductor

[

i 2909

Prolongador i

Conneccid

Sonda
Emisso

intercambiable

M Punta

reemplazable

Figura 1.16. Figuray esquema de una sonda de US

Al propagarse los US por un medio, se transmite energia acustica que puede ser
disipada en forma de calor debido a los rozamientos producidos entre moléculas y al
trabajo realizado a desplazarlas en un medio sujeto afuerzas de cohesion contrarias al
desplazamiento de las mismas (Garcia Pérez, 2007). La absorcién de los ultrasonidos vy,
consecuentemente, el calentamiento del medio, depende de las caracteristicas viscosas
del mismo, asi como de la frecuencia y potencia ultrasonicas aplicadas (Carcel, 2003).
Asi pues, para evaluar los efectos producidos por la aplicacion de US, resulta necesario
trabajar bajo condiciones de temperatura controlada, siendo un factor a tener en cuenta

en el disefo del sistemay tratamiento experimentales.

Otro aspecto importante, tanto en el uso de bafios de US como de equipos tipo
sonda, es la caracterizacion de la intensidad del campo acustico que realmente actla
sobre el sistema, dado que la potencia nominal del equipo no se corresponde con su
potencia real de trabajo. Los métodos calorimétricos, basados en la medida de la

generacion de calor que se produce en un medio a aplicar US, son los més utilizados.
1.7.2. Aplicaciones de los US de potencia en la industria alimentaria

Como consecuencia de los efectos mecénicos derivados del fendmeno de
cavitacion, los US de potencia se caracterizan por una amplia y potencial aplicabilidad
en el campo de la tecnologia de alimentos. De entre sus principales aplicaciones destaca

Su uso en procesos de emulsion, cristalizacién, congelacion, descongelacion, secado y/o
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filtracion. En los trabajos de revision recientemente publicados por Patist y bates,
(2008), Bhaskaracharya et al. (2009), Soria et al. (2010), Chemat et al. (2011), Awad et
al. (2012) y Chandrapala et al. (2012), se incluyen ejemplos de diferentes estudios
basados en la aplicacion de los US de potencia en operaciones de la industria
alimentaria ya mencionadas, asi como en procesos de ablandamiento, corte,
fermentacion, desgasificacion, despolimerizacion, limpieza, pasteurizacion y

esterilizacion, entre otros.

Otro de los campos en el cual los US de potencia han tenido un papel importante
es en los procesos de secado de alimentos (De la Fuente et al., 2006). Los US producen
una serie de cambios estructurales en los alimentos (micro-agitacion, formacion de
micro-canales) que facilitan la eliminacion del agua, produciendo el secado de los
alimentos (Mulet et al., 2003). Este fendmeno hace posible llevar a cabo procesos de
secado en condiciones mas suaves de temperatura (Garcia-Pérez et al, 2007),

obteniéndose alimentos desecados de maxima calidad.

Ademés, los US de potencia pueden modificar los procesos de cristalizacion a
partir del control de la nucleacion y el crecimiento de los cristales en alimentos

congelados (Luque de Castro et al., 2007).

La aplicacion de forma incontrolada o abusiva de los US de potencia puede
provocar efectos perjudiciales o indeseados en la conservacion o calidad de los
alimentos debido a la formacion de radicales libres, que pueden reaccionar y deteriorar
los alimentos mediante reacciones de oxidacion, provocando que este pierda, en gran

medida, tanto sus atributos nutritivos como sensoriales.

Si esta tecnologia se aplica de forma controlada, por e emplo mediante pulsos
ultrasonicos, es capaz de reducir la intensidad de las implosiones de las burbujas de aire,
de esta manera pueden obtenerse resultados interesantes y aplicables para la

desgasificacion de diferentes liquidos (Carcel et al, 2012).

No obstante, una de las mayores y mas importantes aplicaciones de los US de
potencia en la industria alimentaria es su utilizacion en procesos de extraccion solido-
liquido para la obtencion de componentes bioactivos de origen vegetal (Vilkhu et al.,
2008).
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1.7.3. Extracciéon solido-liquido de compuestos bioactivos: uso de US de

potencia

La extraccion solido-liquido es una de las operaciones unitarias mas ampliamente
utilizadas en la industria alimentaria y, entre otros fines, se aplica para la recuperacion
de diferentes compuestos bioactivos retenidos en la matriz de productos naturales
(Pinelo et al., 2006b). En las ultimas décadas, ha adquirido un papel determinante en el
aislamiento de compuestos fendlicos de origen vegetal para su posterior utilizacién en la
preparacion de suplementos dietéticos, ingredientes funcionales y/o aditivos para

productos alimentarios, farmacéuticos y cosméticos (Cacace y Mazza, 2003).

El proceso de extraccion solido-liquido es una operacion heterogénea y
multicomponente, para la que no existe una metodologia universal capaz de recuperar
todos los compuestos bioactivos de interés (Naczk y Shahidi, 2004) y cuyo rendimiento
se basa en las condiciones experimentales utilizadas y en las caracteristicas del material
de partida (Pinelo et al., 2005).

La extraccion solido-liquido es un proceso de transferencia de materia mediante el
cual el compuesto de interés pasa desde la matriz del sblido hasta el seno de la fase
liguida. Dicho mecanismo esta subdividido en dos etapas. una primera de lavado, en la
que tiene lugar una rapida transferencia de los compuestos desde la superficie del sdlido
al disolvente; y una segunda etapa de transferencia desde el interior del s6lido mediante
difusion, que resulta ser mas lenta como consecuencia de la resistencia natural que
ofrece la estructura de los tejidos de origen vegetal a la penetracion de liquidos
(Sturzoiu et al., 2011; Cissé et al., 2012). Asi pues, en la mayoria de sistemas de
extraccion de la industria agroalimentaria, se asume que la segunda etapa del
mecanismo de transferencia de materia es el paso limitante del proceso (Cacace y
Mazza, 2003; Hojnik et al., 2008; Virot et al., 2010; Shirsath et al., 2012).

En las Gltimas décadas, la investigacion e innovacion tecnoldgica en este campo
ha desarrollado toda una serie de técnicas, de caracter mas ecoldgico y sostenible que la
extraccion convencional, que permiten mejorar la recuperacion de los compuestos
bioactivos presentes en los tejidos de origen vegetal (Ghafoor et al., 2009b). Entre estas
metodologias destacan la extracciéon asistida por US de potencia, la extraccion con
fluidos supercriticos, la extraccion asistida por microondas o la extraccion acelerada con
disolventes presurizados, entre otras. Todas estas metodologias se caracterizan por la

reduccion del tiempo de extraccion, del consumo de disolvente y de la energia, asi como
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por el incremento del rendimiento del proceso y la mejora de la calidad de los extractos
(Wang y Weller, 2006).

De entre ellas, la extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) ha sido la técnica
mas ampliamente estudiada tanto a nivel de laboratorio como a escala industrial, debido
probablemente a que su equipo instrumental es relativamente barato y de fécil manejo
(Cheung et al., 2013). Ademas, los US pueden ser utilizados con practicamente
cualquier disolvente y permiten la extraccion de compuestos termolabiles a baas

temperaturas (Wang y Weller, 2006).
1.7.3.1. Proceso de extraccion solido-liquido asistido acusticamente

Tal y como se ha indicado anteriormente, la extraccion convenciona presenta
ciertas limitaciones en cuanto al tiempo y a la temperatura de trabajo, al consumo de
energia'y a volumen de disolvente utilizado. Sin embargo, la asistencia mediante US
permite mejorar el proceso, asi como acelerarlo, gracias a los efectos derivados del

fendmeno de cavitacion (Esclapez et al., 2011).

Segun Mason et al. (2011), son cuatro los mecanismos interconectados através de
los cuales los ultrasonidos de potencia incrementan la eficacia del proceso de

extraccion:

- rotura de las paredes celularess como consecuencia de la formacién de

microjets a raiz de la implosion asimétrica de las burbujas de cavitacién en la
zona proxima al a interfase solido-liquido. Ello aumenta la permeabilidad del
tejido vegetal, libera el material intracelular y reduce el tamafio de particula,
incrementando progresivamente la superficie soOlida en contacto con el

disolvente de extraccion;

- incremento de la solubilidad de los analitos: provocada por el incremento

localizado de la temperatura en la zona de implosion de las burbujas de

cavitacion;

- mejora de la penetracion del disolvente en la matriz del soluto: como

consecuencia del aumento de presién localizado, asi como de laroturay erosion

de la superficie celular originadas por los microjets;

- mejora de la difusién: debido ala continua renovaciéon de la capa de disolvente

en contacto con la superficie del sélido provocada por los US de potencia.
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La conjuncion de todos estos mecanismos resulta en un aumento considerable de
la transferencia de materia desde la matriz del solido vegetal hasta el seno del

disolvente, reduciendo el tiempo necesario con respecto ala extraccion convencional.

La influencia de variables tales como el tipo de disolvente, la temperatura de
trabajo, €l tiempo de extraccion, el tamafio de particula o el ratio solido-liquido, han
sido las variables méas estudiadas en procesos de extraccion asistidos por US de
potencia. En este sentido y a modo de ejemplo, cabe destacar el trabajo de Ahmad-
Qasem et al. (2013), en el cual se evalud el efecto de la superficie de la sonda de US de
potencia, la temperatura y la potencia ultrasonica aplicada, en la extraccion de
compuestos fendlicos apartir de hojas de olivo, llegando a la conclusién que la EAU

fue mas eficiente en comparacion con la extraccion convencional.

1.8. Optimizacion de procesos. metodologia de superficie de respuesta

En los ultimos afios, la metodologia de superficies de respuesta (RSM) ha sido
amplia y satisfactoriamente aplicada para el desarrollo y optimizacién de un gran
numero de procesos relacionados con la industria agroalimentaria (Karacabey y Mazza,
2010). La RSM comprende un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas basadas

en el guste de los datos experimentales a modelos empiricos (Bezerra et al., 2008).

Se trata de una herramienta estadistica multivariable de modelizacion vy
optimizacién, que se aplica a aquellos procesos en los que una o varias respuestas estan
condicionadas por varios factores y sus interacciones (Bas y Boyaci, 2007). La RSM
permite construir un modelo de tipo polinébmico que describe el comportamiento de la
base de datos, sin necesidad de realizar experimentalmente todas las combinaciones
posibles de las variables en estudio. Los objetivos principales de la RSM radican en: i)
estimar el efecto de las variables independientes del proceso y de sus interacciones
sobre las respuestas; ii) determinar la combinacién de factores que origina una respuesta
Optima del sistema; y iii) proporcionar un modelo matemético multivariable para

realizar previsiones estadisticas (Ku y Mun, 2008; Rodriguez-Gonzalez et al., 2012).

La aplicacion de la RSM conlleva una serie de etapas (Bas y Boyaci, 2007,
Bezerra et al., 2008):

- estudio preliminar en el que se determinan las variables independientes con
mayor influencia en el sistema y se delimitan sus niveles experimentales de

acuerdo con el objetivo del estudio;
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- seleccidn y ejecucion del disefio experimental;

- modelizacion matematica de los datos experimentales de acuerdo con una

funcion polinémica multivariable;
- evaluacion del gjuste del modelo;

- representacion de las superficies de respuesta y célculo de las condiciones

Optimas para alcanzar el mayor rendimiento del proceso.

La ecuacién matemética al a que se ajustan los datos experimentales en la RSM

consiste en una funcién polinémica de segundo orden:
[1.1] Y = & +1?=iM + Yfi=Y/=PijXx + Uf PuXii

Donde Y es la respuesta predicha; X, y Xj, las variables independientes; p,, la
constante del modelo; y p, p. Y pj, |os coeficientes de regresion lineal, cuadréticay de

interaccion del modelo, respectivamente.

Para estimar los pardmetros de la ecuacion anterior y asi poder representar las
correspondientes superficies de respuesta del sistema, los disefios experimentales mas
frecuentes son el de Box-Behnkeny el disefio de composicién central (Tabla 1.11), que
difieren con respecto a numero de niveles experimentales de cada variable
independiente considerada y respecto a numero de experimentos realizados. No
obstante, ambos se caracterizan por requerir niveles experimentales equidistantes de las
variables en estudio (Bezerra et al., 2008).

Tabla 1.11. Disefios experimentales de RSM mas utilizados en los procesos de
extraccion de compuestos bioactivos en la industria agroalimentaria.

M odelo N .de Compuestos. bioactivos Referencia bibliogréfica
experimetos extraidos
. Yang et al. (2010), Chen
Compuestos_fenollcos ot al. (2011),Park et al.
Box- flavonaides, (2012), Rodrigez-
Behenken N 2K(k-D+m polisacaridos, Gonzélez et al., (2014),

antocianos, carotenoides,

] : Minjares-Fuentes et al.
cafeina, clorofilas.

(2014)
Ballard et al. (2009),
Composicién Compuestos fenqlicos, Chafoor et al.
Central N =k*+2k +m resvaratrol, antocianos, (2009°,2009b), Gan et al.
flavonoides (2011), Shaetal. (2011).

Tabaraki et al. (2011).

N, n° de experimentos; k, n° de variables independientes del sistema; m, n° de repeticiones del
punto central del disefio

92



OBJETIVO






Objetivo

2. OBJETIVOS

Actualmente d acdte de oliva virgen extra es un alimento de referencia dentro
delareconocida Dieta Mediterranea. Dicha digtay dentro de dla € acetede oliva, eta
condgderado como uno de los alimentos responsables de la prevencion de diferentes
enfermedades de origen cardiovascular ad como de ciertostipos de cancer. Todas estas
circungtancias han hecho que aumente de forma consderable d interés en torno a este
aimento, no solo desde d aspecto de la obtencidn de un aceite de oliva cada vez de
megor calidad y de una conservacion dd mismo més eficiente, Sno también en aspectos
tan rdevantes como pueden sx la revalorizacion y d aprovechamiento de los

subproductos derivados de su daboracion.

En ede contexto, los objetivos generales marcados en d presnte trabgo
consgieron en (i) evaluar la influencia de las car acteristicas agroclimaticas sobre la
calidad del aceite de oliva, (ii) analizar nuevas estrategias que permitan una mejor
conservacion del mismo, y, finalmente, (iii) estudiar el proceso de extraccion de
compuestos antioxidantes del orujo de almazara mediante la asistencia de

ultrasonidos (US) de potencia.

Para la consecucion de estos objetivos generales se plantearon los sguientes

objetivos concretos

- Deeminar laimportanciadd efecto delavariedad y d grado de madurez de
las acdtunas, ad como dd entorno agroclimatico sobre las caracterigicas
fisco-quimicasy sensoriales dd aceite de oliva.

o0 Caracterizar y evaluar los acdtes de oliva daborados a partir de las
tres variedades de aceituna autorizadas por la DO " Oli de Mallorca”
(arbequina, picual y empeltre) en funcion dd grado de madurez de
edas (verde, enveroy maduro).

0 Anadlizar d efecto que imprimen las condiciones agroclimaticas de la
zona ad como € grado de madurez de la acdtuna sobre las
caracterigticas fisco-quimicas dd aceite de oliva daborado a partir
de la variedad arbequina.

- Edgablecer la metodologia o procedimiento mas adecuado para la
conservacion de las caracterigticas fisco-quimicas y sensoriales dd aceite de

oliva.
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0 Anadlizar € efecto de la aplicacion de un pretratamiento con US de
potencia sobre los principales parametros de calidad dd acete de
olivavirgen extra.

0 Evaluar d efecto de la ausencia/presencia de luz sobre la calidad dd
aceite de oliva virgen extra durante d periodo de almacenamiento.

0 Evaluar d efecto de uso de una atmddera inerte sobre la calidad dd
aceite de oliva virgen extra durante d periodo de almacenamiento.

0 Evaluar d efecto de la temperatura obre la calidad dd acdte de
oliva durante d periodo de almacenamiento.

o Y finamente, evaluar d efecto de la aplicacion de un pretratamento
con US, con y sn la combinacidén de las deméas metodologias
(ausendia de luz, atmodfera modificada y baja temperatura), sobre la
caidad dd acdte de odliva virgen extra durante d periodo de
almacenamiento.

- Edudiar d proceso de extraccion de compuestos antioxidantes obtenidos a
partir de resduos de amazara mediante asstencia acligtica, haciendo uso de
una sonda de ultrasonicos.

0 Evaluar d efecto de diferentes variables implicadas en d proceso, en
concreto la potencia de US, d ratio disolvente/soluto, y d tiempo de
extraccion.

El desarrollo de ese proyecto de tesis doctoral se ha dirigido aun sector clave
dentro de la indugria agroalimentaria de las Idas Baleares, como es la indudria
oleicola, la cual ha visto reconocido su producto, d aceite de oliva, mediante la maxima
indicacion de calidad como es la Denominacion de Origen. La deccion de la temética
dd acdete de oliva también s ha viso mativada por € consgderable aumento
experimetado, tanto en datos de produccion como en nimero de eaboradores, durante
los ultimos afos. Mediante los resultados y las conclusiones derivadas de este proyecto,
s pretende ofrecer, al sector oleicola balear, las herramientas y los conocimientos
cientificos necesarios que pemitan aumentar la calidad global dd proceso de
produccion dd acdte de oliva, en todas sus facetas daboracion, conservacion y
revalorizacion de los subproductos generados. Este aumento de la calidad permitiria, Sn
duda, aumentar la compditividad de este importante sector de la indudria

agroalimentaria delas|dasBaleares.
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3. MATERIALESY METODOS
A continuacion se describen las materias primas, la metodologia y los equipos
utilizados, los disefios experimentales propuestos y el tratamiento estadistico aplicado

durante el desarrollo de la presente tesis doctoral.
3.1. Materia prima

Para la consecucién de los objetivos planteados, se utilizaron muestras de suelo,
aceitunas (a partir de las cuales se elaboraron los diferentes aceites de oliva
monovarietales utilizados), asi como el residuo seco de almazara (orujo). En concreto,

se ha trabajado con tres variedades de aceitunas (arbequina [Arb], picual [Pic] y

empeltre [Emp]).

Los residuos o subproductos de almazara analizados fueron el orujo seco

procedente de la extraccion del aceite en continuo de tres fases.
3.1.1. Suelo

Las muestras de suelo consistieron en fracciones superficiales representativas de

cada olivar, todas auna profundidad de O - 20 cm. (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Muestras de suelo

Cdbdigo de muestra Origen*
S-Arbl Olivar 1 (Algaida)
S-Arb2 Olivar 2 (Campanet)
S-Arb3 Olivar 3 (Cas Concos)

*QOlivares inscritos dentro de la DO "Oli de

Mallorca"

3.1.2. Aceitunas

Las muestras de aceitunas (Olea europaea L.) consideradas se detallan en la
Tabla 3.2. Todas ellas se recogieron manualmente (rasquetas) en diferentes
plantaciones de Mallorca, en funcion de su grado de maduracion (Figura 3.1). Unavez
recolectadas, se elabor6 el aceite (mediante el sistema Abencor) el mismo dia de la
recoleccion, el aceite obtenido se conservo en botellas de vidrio de color ambar dentro

de una cdmara termostatizada (12 + 2 °C) hasta su posterior andlisis.
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Tabla 3.2. Muestras de aceituna (Olea europaea L.)

Cddigo de muestra Variedad Origen

Arbl-RI1
Arb1-RI2 arbequina Olivar 1 (Algaida)
Arb1-RI3
Arb2-RI1

Arb2-RI2 arbequina Olivar 2 (Campanet)
Arb2-RI3
Arb3-RI3
Arb3-RI3 arbequina Olivar 3 (Cas Concos)
Arb3-RI3

Picl-RI1
Picl-RI2 picual Olivar 1 (Algaida)
Picl1-RI3

Empl-RI1
Empl-RI2 empeltre Olivar 3 (Cas Concos)
Empl1-RI3

RI1, RI2 y RI3, corresponde al os diferentes estados de
maduracion. Todas las muestras corresponden a la cosecha de
2012. Todos los olivares estan inscritos en €l registro del consgo
regulador de la DO "Oli de Mallorca”.

I Arb1-RI3

Arbl-R

|\ s

Figura 3.1- Aceituna arbequina segin el grado de maduracion seleccionado

3.1.3. Aceite de oliva

Para la realizacion de este estudio, se utilizaron dos tipos de aceite de oliva en

funcion de su procedenciay del tipo de investigacion arealizar.

Por una parte, como se ha mencionado anteriormente, se utiliz6 el aceite de oliva

procedente de las aceitunas descritas en el apartado 3.1.2, el cua se extrgjo mediante el
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sistema Abencor. Se siguié la misma codificacion que se asigné a cada una de las

muestras de aceituna (Tabla 3.2).

El segundo tipo de aceite de oliva utilizado en este trabajo fue elaborado en la
almazara de la Cooperativa "Sant Bartomeu" de Soller. Almazara inscrita en el registro
de Almazaras del Consejo Regulador de la DO "Oli de Mallorca", la cua elaboré el
aceite mediante un sistema de extraccion en continuo de tres fases. En la Tabla 3.3 se

muestra la codificacién, asi como la variedad y origen de estos aceites de oliva.

Tabla 3.3. Muestras de aceite de oliva

Cdédigo de muestra Variedad Origen
Emp empeltre Soller
Arb arbequina Cas Concos

3.1.4. Orujo de almazara

Para realizar este estudio se utiliz6 el residuo sdlido de amazara (orujo),
procedente de la variedad arbequina (Cooperativa "Sant Bartomeu" de Sdller), y
obtenido a partir de un proceso de extraccion de aceite de oliva en tres fases. Unavez en
el laboratorio, las muestras de orujo se homogeneizaron y se conservaron en frio (2 - 4

°C) hasta su posterior andlisis.

3.2. Metodologia

3.2.1. Sistemas de muestreo

3.2.1.1. Muestreo del suelo

En el caso de las muestras de suelo, para evitar interferencias con abonos y
fertilizantes, se realizO un muestreo sistematico en el periodo de recoleccion de la
aceituna (noviembre-diciembre). Para obtener una muestra representativa de suelo de la
parcela, se consideraron de 20 a 30 puntos de muestreo uniformemente distribuidos a lo
largo de toda la superficie del olivar, descartando tanto las hileras colindantes de la
parcela como los olivos ubicados de cada hilera, con el fin de evitar posibles
desviaciones del comportamiento general del olivar (Figura 3.2). En dichos puntos, se
tomaron, con ayuda de una barrena, muestras individuales superficiales (profundidad de

0 - 20 cm) hasta un peso total de 10 a 15 kg por olivar.
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» Puntos de inuestreo de
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Figura 3.2. Diagrama de muestreo de suelo en el olivar

3.2.1.2. Muestreo y recogida de aceituna.

Para cada una de las variedades de aceituna objeto de estudio (arbequina, picual y
empeltre), se tomd una muestra representativa de cada olivar. Para ello, el muestreo se
realizd de manera uniforme en toda superficie, descartando, al igua que en el caso del

muestreo del suelo, las hileras colindantes de la parcela. (Figura 3.3).

-
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Figura 3.3. Diagrama de muestreo de aceituna en el olivar.
(x = carriles muestreados)

Delimitada la zona de muestreo, en un mismo carril de olivos, se recogieron
muestras de aceitunas cadatres o cuatro olivos, realizando un barrido del carril en forma
de zig-zag. Dicha operacion se repitié en un total de 2 a4 carriles no consecutivos, en
funcion de la superficie total del olivar. En total se recogieron un minimo de 10 kg de
aceitunas por variedad y grado de maduracion. Posteriormente, fueron depositadas en
cgjas de plastico perforadas que permitian la ventilacion, evitando el aplastamiento y el
inicio de procesos bioldgicos por la microflora presente, para asi mantener la calidad de
los frutos hasta su llegada al laboratorio. Los lotes de aceitunas se conservaron en

camaras frigorificas (4 °C) para evitar el deterioro metabdlico, ademéas las cgjas se
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separaron para favorecer el paso del aire entre ellas 'y asi mejorar la ventilacion. Todas

las aceitunas fueron elaboradas en un periodo méximo de 24 h.
3.2.2. Elaboracion del aceite de oliva. Sistema Abencor

Para la elaboracion del aceite de oliva se ha utilizado el sistema Abencor serie 100
(MC2 Ingenierias y Sistemas, Sevilla, Estafia) (Figura 3.4), que consiste en reproducir,
anivel de laboratorio, la extraccion de aceite de oliva mediante un sistema de tres fases.
Este sistema consta de un molino de martillos, una termobatidora y una centrifuga de

pastas.

Figura 3.4. Extraccion del aceite de oliva mediante el sistema Abencor

El molino de martillos est& construido de acero inoxidable y gira auna velocidad
de 3000 rpm. La termobatidora consta de un bafio de agua en su parte inferior, cuya
temperatura esta regulada mediante un termostato, y en la parte superior un sistema de
paletas de acero inoxidable que giran a 50 rpm y que permite el batido simultaneo de
hasta ocho muestras de pasta de aceituna. La centrifuga de pastas es de tipo "olla", esta

construida de acero inoxidable y gira a 3500 rpm.

El procedimiento experimental utilizado para la extraccion del aceite de oliva
virgen mediante este sistema, consiste en molturar las aceitunas sanas en el molino de
martillos. Posteriormente, se homogeneiza la pasta obteniday se procede a batido de la
misma en los cazos de acero inoxidable (700 g de pasta en cada uno) durante 10

minutos a 28 °C. A continuacion, se afiaden 100 mL de agua caliente y se continua
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batiendo durante 30 minutos més. En el caso de pastas acuosas (normalmente
procedente de aceitunas muy verdes) se afiade microtalco natural en una cantidad

adecuada (1,5 - 2,0 %) para romper la emulsion que pudiera formarse.

Terminado el batido, se somete la pasta acentrifugacion y se recoge e mosto

oleoso en una probeta graduada (1000 mL).

Una vez separadas, las aguas de vegetacion, el aceite de oliva se recoge y se filtra
con unos filtros de papel. El aceite filtrado se recoge en una botella de vidrio oscuro

verde y se almacena en nevera a 12 °C hasta el momento de su andlisis.

El rendimiento graso del proceso de extraccion se determind segin el
procedimiento descrito por Martinez et al. (1975). Una vez separado por decantacion el

aceite de oliva dentro de la probeta, se anota el volumen de aceite.

Su célculo se obtiene aplicando la siguiente férmula:

91,55V

[3.1] Rendimiento (%) = .

Donde V, es el volumen de aceite obtenido (mL) y P es la cantidad de pasta de

aceituna utilizada (g).

La determinacion se realizo 7 veces. Se tom6 como resultado la media aritmética

de todas las medidas.

3.3. Diseflo experimental

En la presente tesis doctoral se plantearon tres lineas de investigacion. La primera
de ellas, se centr6 en el estudio de la caracterizaciéon de los aceites de oliva virgenes
extra procedente de las variedades arbequina, picual y empeltre, todas ellas autorizadas
por la DO "Oli de Mallorca", elaborados ap artir de aceitunas que se encontraban en

diferentes grados de madurez y de diferente procedencia geogréfica.

Una vez caracterizado el aceite de oliva, se llevé a cabo una segunda etapa en la
cual se abord6 el estudio de diferentes metodologias y estrategias para la conservacion
del aceite de oliva. Estrategias basadas en el uso de atmosfera inerte, ausencia de luz,
disminucion de la temperatura, y como técnica innovadora, de la cual no tenemos
constancia que se haya aplicado anteriormente, se utilizaron US de potencia para la
eliminacion del oxigeno presente en la matriz del aceite. Esta segunda linea de trabajo

se propuso con el objetivo de evaluar nuevos tratamientos de conservacion que permitan
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mantener el mayor tiempo posible, las cualidades tanto fisico-quimicas como

sensoriales del aceite de oliva

Por ultimo, la tercera linea de trabajo se planific6 con la intencion de disefiar un
procedimiento que permita aprovechar los subproductos de la industria oleicola como
fuente de compuestos bioactivos, en particular, compuestos fendlicos, de gran interés
para la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. En concreto, se evaludé la
aplicacion de US de potencia como tecnologia emergente para mejorar el proceso de

extraccion de dichos componentes bioactivos presentes en el orujo de almazara.

Asi pues, para la consecuciéon de los objetivos planteados en cada una de las

etapas descritas se propusieron los siguientes disefios experimentales.

3.3.1. Influencia de la variedad, el grado de maduracion y la procedencia
geogr afica sobre las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de

aceites de oliva virgen extra.

3.3.1.1. Efecto de la variedad y del grado de maduracion de las

aceitunas sobre la calidad del aceite de oliva

En el estudio, se utilizaron las tres variedades de aceituna autorizadas por la DO
"Oli de Mallorca" (arbequina, picualy empeltre), recogidas en diferentes olivares de la
Isla de Mallorca y en diferentes grados de maduracion (ver Tabla 3.2). Para el estudio
de la caracterizacion del aceite de oliva en funcion de la variedad y del grado de
maturacion, se utilizaron las muestras (Arbl, Picl y Empl, a los correspondientes
grados de maduracion R11, RI2 y RI3).

Las muestras se recogieron mediante el sistema de ordefio, y el aceite de oliva se
extrajo mediante el sistema ABENCOR, en un plazo no superior a las 24 horas después
de la recoleccion. Posteriormente, dicho aceite de oliva se conservo en oscuridad en una

camara termostatizada a 12 °C.

Finalmente, se evaluaron las propiedades fisico-quimicas y sensoriales de cada
una de de las muestras de aceite, con el proposito de compararlasy asi poder determinar
el efecto de lavariedad y del grado de maduracién del fruto en la calidad final del aceite

de oliva
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3.3.1.2. Efecto de la procedencia geogréaficay del estado de

maduracion de las aceitunas sobre la calidad del aceite de oliva

En este trabajo, se han utilizado el aceite monovarietal de la variedad arbequina,
procedente de tres zonas bien diferenciadas de Mallorca, como son Algaida (Olivar 1),

Campanet (Olivar 2) y Cas Concos (Olivar 3) (Figura 3.5).

~ Olivar 2: Campanet
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Figura 3.5. Localizacién de los olivares objeto de estudio.

Para conseguir el objetivo propuesto en este estudio, se evaluaron las
caracteristicas fisico-quimicas de los aceites de oliva de la variedad arbequina,
procedentes de diferentes emplazamientos de la Isla de Mallorca y recogida a diferentes
grados de madurez, con la finalidad de demostrar que los efectos agroclimaticos,
conjuntamente con el grado de madurez de la aceituna afectan, de manera significativa

en las caracteristicas del aceite de oliva.

3.3.2. Evaluacion de diferentes metodologias de conservacion del aceite de

oliva virgen extra

Para este estudio, se utilizaron dos tipos de muestras de aceite de oliva virgen
extra monovarietales, una procedente de la variedad arbequina (Arb) y una segunda
muestra eleborada a partir de la variedad empeltre (Emp) (Tabla 3.3). En la Figura 3.6,
se presenta, de forma esquematizada, la planificacion experimental |levada a cabo para

larealizacion del estudio de conservacion.
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Figura 3.6. Planificacién experimental correspondiente al estudio de las metodologias
de conservacion para el aceite de oliva de las variedades arbequina y empeltre.

Una vez elaborado, el aceite de oliva se envaso, sin filtrar, en botellas comerciales

de cristal verde oscuro (250 mL). Una vez en el laboratorio, se procedi6 a la

codificacion y aplicacion de la metodologia correspondiente a las diferentes condiciones

de conservacion utilizadas:

- Control: esta muestra pretende simular el aceite de oliva que un consumidor

habitual puede encontrar en los establecimientos de venta o simular la

conservacion en la despensa del hogar. Para ello, las muestras se mantuvieron en
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cdmara termostatizada a2 0 + 2 °C evitando cambios bruscos de temperatura

durante el periodo de almacenamiento.

- Atmoésfera: la muestra fue conservada en atmdsfera inerte. Esto se consiguio
desplazando el aire presente en el espacio de cabeza de la botella con argon. La

temperatura de almacenamiento fue de 20 °C.

- Oscuridad: la muestra fue conservada dentro de botellas recubiertas con varias
capas de papel de aluminio para garantizar unatotal opacidad. Latemperatura de

almacenamiento fue de 20 °C.

- Temperatura: dado que el aceite de oliva no es mas que zumo de fruta, esta

muestra se conservd atemperatura de refrigeracion (4 - 6 °C).

- Ultrasonidos (US): esta muestra fue pre-tratada con US de potencia segin la

metodologia descrita en la patente n° P25827ES00 (Femenia et al., 2011).

- Ultrasonidos + Otras (US + Otras): Esta muestra fue pre-tratada con US de

potencia segun la metodologia descrita en la patente n° P25827ES00 (Femenia et
al., 2011), una vez tratada se conservo a temperatura de refrigeracion (4 - 6 °C),

en atmosfera modificada (Ar) y ausencia de luz.

Las muestras Control, Atmosfera, Temperaturay US se conservaron en presencia
de luz. Los ciclos de luz de 12 horas se llevaron acabo mediante una lampara
fluorescente compacta en espiral de 11W de potencia, 595 de lumen (flujo luminico),

clase A de luz diurna.

Las diferentes muestras fueron sometidas au n andisis de los principales
parametros fisico-quimicos y sensoriales a intervalos de dos meses durante un periodo
de 16 meses con el fin de determinar la influencia de las diferentes variables de

conservacion.

3.3.3. Extraccion solido-liquido de compuestos bioactivos asistida mediante

ultrasonidos de potencia

3.3.3.1. Equipo extractor: sonda de ultrasonidos de potencia

El equipo consistio en un procesador de ultrasonidos UP400S (Hielscher
Ultrasound Technology, Alemania) acoplado a una sonda de 22 mm de diametro
(Figura 3.7).
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Control dela Sonda de ultrasonidos
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Figura 3.7. Equipo extractor con la sonda de ultrasonidos (Gonzél ez-Centeno, 2013).

Esta sonda de US transforma la corriente eléctrica (voltaje 200-240 V) en
ultrasonidos. Este aparato tiene una potencia de 400W y opera auna frecuencia de 55 +
5 Hz.

3.3.3.2. Determinacion de la potencia de ultrasonidos. Estudio

calorimétrico.

Con el objetivo de establecer la potencia de ultrasonidos (W), se procedi6 a
realizar una calibracion del sistema mediante un estudio calorimétrico. Esta
metodologia consiste en la determinacion del incremento de temperatura del disolvente
de extraccion que tiene lugar durante los primeros instantes de la aplicacion de los US
(Raso et al., 1999), en ausencia de muestra y sin termostatizacion del sistema La
temperatura del medio se registré cada segundo durante los cinco primeros minutos de
aplicacion de los ultrasonidos, mediante dos sondas termopar tipo K conectadas aun
equipo de adquisicion de datos HP Data Logger 34970A (Hewlett-Packard, Espafia). La
operacion se repitid tres veces para cada set de condiciones experimentales. El célculo
de la potencia ultrasonica se realiz6 de acuerdo con la ecuacion [3.12] apartir de la

curva temperatura-tiempo determinada experimental mente.

[3'2] P{w) Adisolvente ' e disolvente ' A
Donde: my c, son, respectivamente, la masay el calor especifico del disolvente,
mientras que AT hace referencia a incremento de temperatura (K) durante un intervalo

de tiempo At (9).
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3.3.3.3. Estudio del efecto de la potencia de ultrasonidosy relacion

disolvente/soluto sobre el proceso de extraccion

El principal objetivo de este esudio condsio en examinar d efecto de la potencia
de ultrasonidos, d grado de dilucién de la muestra, as como dd tiempo de extraccion,
sobre la recuperacion de los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante dd orujo
de amazaratras someterlo a un proceso de extraccion assido mediante US de potencia
(Figura 3.8). Para la realizacion de ese etudio se utilizd una muestra de orujo de la

variedad arbequina (muesra Or-Arb,).

Potencia
175, 275, 375 (W/L)

Grado de dilucién
25/1, 15/1, 5/1 (mL/g)

extraccion

Condiciones de

Tiempo
3, 15,27 (min)

‘ Extracto liquido

| Contenido fendlico J l Capacidad Antioxidante

Fenolicos totales

ABTS

CUPRAC

FRAP

Figura 3.8. Esquema corregpondiente al esudio dd efecto dela potencia de
ultrasonidos, d grado de dilucidn de la muestray d tiempo de extraccion sobre
d proceso de extraccion sdlido-liquido de compuestos bioactivos dd orujo de
almazara

Condiciones de extraccion

El orujo de almazara procedente de la extraccion realizada con un Sgema detres

fases (tamafio de particula inferior a5 mm) se sometié aun proceso de extraccion
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sélido-liquido haciendo uso del equipo extractor con la sonda de ultrasonidos (Figura
3.7). Se utiliz6 etanol 50% (v/v) como disolvente de extraccion (V... = 200 mL). La
extraccion se llevd a cabo en un vaso encamisado, con recirculacién de refrigerante para

asegurar €l control de latemperatura durante todo el proceso a20 + 2 °C.

Las extracciones se realizaron bgjo diferentes condiciones de potencia de
ultrasonidos (entendida como densidad volumétrica de potencia, 175, 275, 375 W/L) y

tiempo de extraccion (3, 15y 25 min)

Una vez finalizada la extraccion, se determind el contenido en fendlicos totales,
asi como la capacidad antioxidante del extracto liquido (determinada ap artir de los
métodos ABTS, CUPRAC y FRAP), previa filtracion del mismo (PTPE, 0,45 um).

Disefio de Box-Behnken

El tratamiento de los datos experimentales se realiz6 mediante la aplicacién de la
metodologia de superficie de respuesta (RSM). En este contexto, se aplicd un disefio
Box-Behnken (BBD) (Box and Behnken, 1960) para evaluar el efecto de la potencia de
ultrasonidos (X,), €l grado de dilucion de la muestra (X,) y el tiempo de extraccion
(X.), sobre el patrén de respuesta de las muestras en términos de compuestos fendlicos
y capacidad antioxidante. Los tres niveles equidistantes de las tres variables

independientes (Tabla 3.4), se codificaron de acuerdo ala ecuacion [3.3].

[3.3] L SEEA: i =123
Donde x, y X, son, respectivamente, los valores codificados y experimentales de
lavariable i; X, es el valor experimental de dicha variable en el punto central; AX, esla
distancia entre los valores experimentales.

Tabla 3.4. Valores experimentales y codificados de las variedades independientes
utilizados en el disefio de Box-Behnken.

Valores experimentales

Valores — . :
codificados Potencia US Grado de dilucién Tiempo de extraccion
(WI/L) (mL/9g) (min)
-1 175 25 3
0 275 15 15
1 375 5 27

111



Materiales y Métodos

El disefio completo consistié en 17 experiencias que se realizaron aleatoriamente
para minimizar el error experimental (Tabla 3.5). Las experiencias realizadas utilizando
las condiciones experimentales del punto central (275 W/L, 15 mL/g, 15 min) se

Ilevaron a cabo por quintiplicado.

Tabla 3.5. Condiciones de extraccion del disefio Box-

Behnken
r Tiempo de
Experiencia POtF\?\;iS us ((Sji ﬁjdc?éie extra(F:)ci on
(mL/9g) (min)

1 375 25 15
2 375 15 27
3 375 5 1

4 275 15 15
5 275 15 15
6 275 5 3

7 275 25 27
8 275 15 15
9 135 25 15
10 135 5 15
11 375 15 3

12 275 15 15
13 175 15 3

14 275 15 15
15 175 15 27
16 275 5 27
17 275 25 3

El modelo matemético utilizado para predecir la respuesta de cada variable

dependiente se bas6 en una ecuacion polindmica de segundo grado (ecuacion [1.1])

3 3 2 3

[1.1] Y = Po + £ PiXi + £ PUX + E££ M %7

i=i i=i i=i j=i
Donde Y es la respuesta predicha para cada una de las variables independientes
(fendlicos totales y capacidad antioxidante): X,, X,, y X, corresponden a las variables
independientes; 8, es la constante del modelo; y p, p., Y pj son, respectivamente, los

coeficientes de regresion lineal, cuadréticay de interaccion del modelo.
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3.4. Andlisis quimicos

3.4.1. Parametros agronémicos: indice de madurez

Este parametro agronémico indica el estado de maduracién del fruto en funcion de
la coloracion que presenta durante su desarrollo en el olivo. Se considera como periodo
de maduracion el tiempo transcurrido desde la apariciéon de las manchas violaceas hasta
que adquiere la coloracion definitiva de la piel (Humanes y Civantos, 1992). El periodo
de maduraciéon no es homogéneo, y depende principaimente de las condiciones

climéticas, de las caracteristicas varietales y de los sistemas de produccion.

A medida que la aceituna evoluciona en el arbol, la coloraciéon de su piel se va
modificando. En primer lugar el color verde intenso se transforma en amarillento. A
continuacion, empiezan a ap arecer unas manchas violaceas por el épice que terminan
por ocupar toda la piel tomando el fruto un tono viol&ceo o morado, que se va
oscureciendo hasta llegar a color negro o al caracteristico de la variedad, ya que existen
determinadas variedades como la blanqueta, las cuales, en su estado de plena madurez,
no llegan a color negro quedandose en un color morado oscuro. Una vez que se ha
pasado por el estado de color violeta, la pulpa también adquiere un color violaceo o
morado desde el exterior hacia el interior, hasta que llega al hueso. En este momento se

considera que haterminado el proceso de maduracion.

En todas las variedades, estas transformaciones no tienen lugar en todos los frutos
al mismo tiempo, produciéndose una maduracién escalonada, en mayor 0 menor

medida, dependiendo de la variedad.

El método seguido en este trabajo para establecer el indice de madurez de los frutos
fue el propuesto por Uceday Frias (1975), que consiste en clasificar la aceituna en ocho
estadios atendiendo al color de la piel y de la pulpa. Para determinarlo se eligieron
aleatoriamente 100 frutos para cada muestra. Estos frutos se clasifican en las siguientes

categorias:

- Grupo 0: Piel verde intensa.

- Grupo 1: Piel verde amarillenta.

- Grupo 2: Piel verde con manchas rojizas (inicio del envero).
- Grupo 3: Piel rojiza o morada (terminacion del envero).

- Grupo 4: Piel negra con pulpa blanca.

- Grupo 5: Piel negra con menos de la mitad de la pulpa morada.
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- Grupo 6: Piel negra con la mitad o méas de la pulpa morada.

- Grupo 7: Piel negra con toda la pulpa morada.

El indice de madurez (RI) se obtuvo multiplicando el nimero de aceitunas (N,)
incluidas en cada grupo por el numero del grupo (i) correspondiente, sumando los
valores obtenidos (EN*i) y dividiendo por el nimero de frutos totales (normalmente
100).

R = Arhn

3.4.2. Parametros de calidad

Para la determinacion de los pardmetros generales que definen la calidad del
aceite de oliva, se ha seguido el Reglamento (CEE) 2568/91 de la comision de 11 de
julio de 1991, y posteriores modificaciones, relativa alas caracteristicas de los aceites

de olivay los correspondientes métodos de andlisis.

3.4.2.1. Grado de acidez

El grado de acidez (GA) de un aceite, 0 acidez libre, es el contenido en acidos
grasos libres presentes en el aceite, expresado como tanto por ciento en peso de acido
oleico. Se determina mediante valoracion de la muestra disuelta previamente en éter
etilico-etanol (1:1, v/v), con disolucién etandlica de hidroxido potésico (0,1 6 0,5 N,
segln sea la acidez prevista de la muestra) y utilizando fenolftaleina como indicador
(Reglamento (CEE) 2568/91, Anexo I1).

El GA se determina mediante la siguiente expresion matematica:

. VEN* 282,27
[35] GA =,
10 *P

Donde V, es el volumen de disolucion de KOH utilizado en lavaloracion (mL); N, es la

normalidad de la disolucion de KOH y P es el peso de muestra de aceite (g)

Las determinaciones se realizaron por triplicado. Tomando como resultado la

media aritmética de las medidas.
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3.4.2.2. indice de Peréxidos

El indice de peroxidos (IP) aporta informacion sobre el estado de oxidacion del
aceite y hace referencia a la cantidad de peréxidos en la muestra que ocasionan la
oxidacién de yoduro potasico en las condiciones descritas (Reglamento CEE 2568/91
anexo 11).

Para su determinacion, la muestra problema, disuelta en &cido acético glacial y
cloroformo, se traté con una solucion de yoduro potasico sobresaturado. El yodo
liberado se valora con una solucion valorada de tiosulfato sddico (0,002 6 0,01 N en
funcion de la muestra) utilizando almidén como indicador.

El IP del aceite se calcula a partir de la expresion:

29 p YN 1000

Donde V, es el volumen de disolucion de tiosulfato empleado en la valoracion
(mL); N, es la normalidad exacta de la disolucion de tiosilfato sédico empleaday P, es

el peso de la muestra de aceite (Q).

Las determinaciones se realizaron por triplicado. Tomando como resultado la

media aritmética de las medidas.
3.4.2.3. Prueba espectrofotométrica en el ultravioleta

Los &cidos grasos poliinsaturados son sensibles a las oxidaciones autocataliticas
originando en primer lugar hidroperoxidos, poco estables, que en su estructura
contienen dobles o triples enlaces conjugados los cuales absorben auna longitud de
onda de 232 nm . Estos compuestos evolucionan con el tiempo dando lugar a
componentes de tipo carboxilo (aldehidos y cetonas) que absorben a una longitud de
270 nm.

Los coeficientes de extincion de las muestras disueltas en isooctano se
determinaron de acuerdo con el Reglamento (CEE) 2568/91, utilizando un
espectrofotometro  UV/Vis (Varian Cary 300 Bio, Australia) (Figura 3.9) para

determinar |a absorbancia.
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Figura 3.9. Espectrofotébmetro UV-Visible, Cary 300 Bio.

La determinacién se hizo apartir de 0,25 g de la muestra de aceite introducidos
en un matraz aforado de 25 mL, enrasando con isooctano, €l cual se utilizo como

blanco..

El coeficiente de extincion a una longitud de onda X (232 6 270 nm) se calcul6 a

partir de la siguiente expresion:

[3.7] K = -
L*e

Donde E,, es la extincion media en el espectrofotémetro a dicha longitud de onda (232 6
270); C, es la concentracién de la disolucién de aceite (g/100mL) y e, es el paso Optico

de la cubeta (cm).

Las determinacion se realizo por triplicado. Tomando como resultado la media

artimétrica de las medidas.

3.4.2.4. Andlisis sensorial

El andlisis sensorial de las muestras de aceite fue realizado por el Panel Oficia de
Cata de Aceite de Oliva de Catalunya, llevando a cabo un andlisis descriptivo en el que
se evaluaron tanto los diferentes atributos positivos como los posibles defectos
organolépticos de las muestras de aceite de oliva analizadas, siguiendo la metodologia
descrita seguin el Reglamento (CE) 640/2008 de la Comision, de 4 dejulio de 2008. En
la Figura 3.10 se muestra el esquema de la hoja de andlisis, la cual el catador debe

rellenar segun la intensidad de los defectos o atributos del aceite de oliva.
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Figura 3.10. Hoja reglamentaria para realizar la cata de aceites
3.4.3. Determinacion de los acidos grasos

La determinacidn de los acidos grasos se llevé a cabo a partir de la hidrolisis de
los triglicéridos vy la transesterificacion de los acidos grasos obtenidos para dar lugar a
los ¢steres metilicos correspondientes. Posteriormente, s¢ procedio a la separacion de
los ¢steres metilicos formados mediante cromatografia de gases (GC) utilizando una
columna capilar. La composicion en acidos grasos del aceite de oliva se expresd como

el porcentaje del area de sus ésteres metilicos.

La transmetilacion de los acidos grasos se llevd a cabo segin el procedimiento
descrito por el Reglamento (CEE) 2568/91, Anexo X. Dicho procedimiento consiste en

pesar 0,25 g de muestra de aceite en un tubo de vidrio con rosca (Pirex), al cual se le
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afaden 500 uL de hidréxido de potasio en metanol 2M y 5 mL de éter de petréleo. Se
agita vigorosamente durante 2 minutos en "vortex" y se deja reposar durante una hora.
Transcurrido este tiempo, se traspasa la parte superior de la solucién a los viales del

cromatografo,

Para la separacion, se utiliz6 una columna capilar HP-INNOWAX (Crosslinked
Polyyethylene Glycol) de 30 m de longitud, 0,32 mm de didmetro interno y 0,05 um de
espesor de fase, instalada en el cromatégrafo de gases (Agilent Technologies 7890A)
(Figura 3.11) equipado con un detector de ionizacion de llama (FID), conectado aun

integrador del programa HP 3368 Chem Station.

Figura 3.11. Cromatégrafo de gases Agilent Technologies 7890A.
Las condiciones cromatogréficas utilizadas fueron las siguientes.

- Temperatura del detector: 250 °C
- Temperatura del inyector: 250 °C
- Programa o rampa de temperatura del horno: 120 °C durante 5 min, aumento de
la temperatura a razén de 10 ° C/min hasta 180 ° C, estable durante 30 min.
Aumento nuevamente arazén de 10 °C/min hasta llegar a210 °C y se mantiene
constante durante 20 min (tiempo total 65 min).
- Flujo de gas portador (helio): 15 psi
- Split: 1,5:100
- Volumen de inyeccion 1luL
La identificacion de cada uno de los ésteres metilicos se realiz6 comparando los
tiempos de retencion con una solucion patron formada por cada uno de los ésteres

metilicos de los &cidos grasos puros.
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El contenido de cada uno de los ésteres metilicos correspondientes a los é&cidos
grasos (AGi) se expresa como porcentaje del total, calculandose de acuerdo con la

siguiente expresion:

[3.8] AG, = —‘x100
&i
Donde Ai es el area del pico correspondiente al éster metilico de &cido grasos "i"

y AT es el areatotal correspondiente ala suma de todos los ésteres metilicos.
3.4.4. Determinacion de las coordenadas de color (CIEL ab)

El espacio CIELab es un sistema de coordenadas cartesiano definido por tres
coordenadas L*, a* y b*. La coordenada L* recibe el nombre de claridad o luminosidad
y puede tomar valores entre 0 y 100 (100 corresponde al color blanco y 0 al negro). Las
coordenadas colorimétricas a* y b* forman un plano perpendicular a la luminosidad. La
coordenada a* define la desviacion del punto acromético correspondiente a la
luminosidad hacia el rojo (& >0) y hacia el verde (a* <0). Andogamente, la
coordenada b* define la desviacién hacia el amarillo (b* > 0) y hacia el azul (b* < 0)

como aparece en la Figura 3.12

El espacio de color CIELAB

Es un espacio tridimensional
con tres Planos o ejes

Plano - Eje
Luminosidad
(L*)

Plano

Rojo - Verde

Plano
Amarillo - Azul
ib*)

Figura 3.12. Diagrama de las coordenadas de color en el
espacio CIELab.

El conjunto & y b*, recibe el nombre de cromaticidad y junto con la luminosidad
o claridad definen el color de un estimulo. Teniendo en cuenta las magnitudes de
cromaticidad, se pueden definir otras dos pardmetros, el tono del color (h*) y el croma o

saturacion (C*).
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bi*
[3.9] h = arctg—
[3.10] C* = Ag** + p*2

El pardmetro h* varia de 0° a 360° y para estimulos acromaticos (a* = 0, b* = 0)
es una magnitud no definida. EI Croma, C* tiene un valor de O para un estimulo
acromatico y, por lo general, no pasa de 150; aunque puede superar este valor para

estimulos monocrométicos.

Ademas, para determinar la variacion del color entre dos muestras, puede

utilizarse la expresion:

[311] AF = \/(L“ — L'*)Z + (a* _ au»«)z + (b* _ b'*)z

Donde AE representa la variacion de color; L'*, a* y b'* corresponden a las
coordenadas de color de la muestra control y, L*, a* y b* las coordenadas de color de

una muestra determinada.

Para la determinacion de las coordenadas de color que definen el espacio CIELab,
se utilizé un colorimetro Minolta CM-5 (Figura 3.13). El cual, mediante un adaptador
de cubetas, para espectrofotometria, de 1 cm de espesor, es capaz de determinar el color
de liguidos. Para ello se deposita la muestra de aceite de oliva dentro de una cubeta de

pléstico de 1 cmy se lee directamente losvalores de L*, a* y b*.

Figura 3.13. Colorimetro Minolta CM-5.
3.4.5. Estabilidad oxidativa. M étodo Rancimat

La estabilidad oxidativa de un aceite de oliva se define como el tiempo necesario
para que una muestra de aceite empiece a mostrar sintomas de rancidez. Dicha
estabilidad depende de las caracteristicas propias de cada muestra de aceite de oliva,

como pueden ser el grado de insaturaciones de los &cidos grasos, el estado de oxidacion,
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el contenido en compuestos antioxidantes, etc. Ademas, este parametro puede variar en
funcion de las condiciones ambientales, es decir, latemperatura, la presencia de luz y el

acceso del aceite a oxigeno.

Para la realizacion del ensayo de estabilidad oxidativa se utiliz6 un equipo
Rancimant 743 (Metrohm, Herisau, Switzerland) (Figura 3.14) en el cual tiene lugar el
proceso de oxidacion con saturacion de oxigeno yat emperatura elevada. La
determinacién de la estabilidad oxidativa, medida en horas (periodo de induccién), se
calcula como el tiempo que transcurre desde el inicio de la prueba hasta la formacién de
compuestos volétiles polares como consecuencia del inicio de la oxidacion secundaria
de las grasas, denominado como "periodo de induccion”. La medida proporcionada por
este equipo se basa en la deteccion conductimétrica de los productos de descomposicién

de los hidroperdxidos, principal mente acidos organicos de cadena corta.

Figura 3.14. Equipo para determinar |la estabilidad
oxidativa. Modelo Rancimat 743

El aparato consta de dos bloques de caefaccion, que pueden alcanzar
temperaturas de hasta 220°C, para acelerar el proceso se introduce un flujo de aire a
través del aceite. Este aire, a la vez que proporciona el oxigeno necesario para la
oxidacion, arrastra a los compuestos volatiles formados durante el proceso y los
conduce au n recipiente que contiene agua (60 mL) y una célula que determina la
conductividad del agua. Cuando se inicia la descomposicion de los hidroperéxidos, se
desprenden una serie de compuestos volatiles, que son retenidos en el agua desionizada
dando lugar a un aumento de la conductividad. El punto de inflexion de la curva de
conductividad, denominada curva de oxidacion, define el periodo de induccién del

proceso de oxidacion de la muestra.
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Para la determinacion de la estabilidad oxidativa se utilizé la metodologia
propuesta por Gutiérrez (1989). Se pesan 3,0 g de muestra de aceite a la cual se le hace
pasar un flujo de aire de 10 I/h a 100 °C. El resultado de la estabilidad oxidativa se
expresa como el tiempo de induccion (h). Las determinaciones se realizaron por

duplicado, tomandose como resultado la media aritmética de las medidas.
3.4.6. Caracterizacion de la fraccion fendlicay de la capacidad antioxidante

3.4.6.1. Extraccion de la fraccion fendlica

La extraccion de la fraccion fendlica se realizd de forma diferente dependiendo

del tipo de muestra.
a) Muestras de aceite de oliva

La extraccion fendlica del aceite de oliva se llev6 a cabo siguiendo la
metodologia descrita por Pirisi et al. (2000). Para cada muestra de aceite de oliva se
hicieron dos extracciones en paralelo (2 g de aceite cada una) (Figura 3.15), las cuales
al final de la extraccion se recogieron como un mismo extracto, de este modo se
favorece la extraccion liquido-liquido de los compuestos fendlicos ya que existe una

mejor agitacion y contacto entre el disolvente extractor y la muestra de aceite.

Se pesaron alrededor de 2 gramos de muestra de aceite de oliva en un tubo de
centrifuga con tapon rosca ("Pirex"), a cual se le afiadieron 1 mL de n-hexano y 2 mL
de una mezcla metanol-agua (60:40 v/v). Toda la mezcla se agitdé vigorosamente
mediante vortex durante 2 min y se centrifugd 5 min a 3000 rpm Se recogi6 la fase
metandlica en otro tubo de centrifuga y la extraccién se repitio tres veces. Al tubo de
centrifuga en el cual se recogieron las tres extracciones metandlicas, se afiadié 1 mL de
n-hexano para lavar el extracto metandlico, se agité durante 1 min en vortex y se
centrifugé 5 min a 3000 rpm desechando el n-hexano. Posteriormente, se recogieron las
dos extracciones fendlicas de cada muestra de aceite de olivay se llevaron a sequedad a
baja presion mediante rotavapor (temperatura inferior a3 5 °C). La muestra seca se
redisolvié con 1 mL de metanol-agua (50:50 v/v). Se utilizaron 0,5 mL del extracto
fendlico, sin filtrar, para la determinacién de los compuestos fendlicos totales y para la
determinacion de la capacidad antioxidante, mientras que los 0,5 mL restantes se
filtraron con micro-filtros de fibra de nylon de 20 um, para la caracterizacion fendlica
mediante cromatografia liquida (HPLC-MS-DAD). Los extractos fendlicos se

conservaron a (-4°C) hasta su posterior andlisis.
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2 g aceite de oliva
+ 1 mL n-hexano A
+ 2 mL metanol-agua (60:40 v/v

2 g aceite deoliva
+ 1 mL n-hexano
+ 2 mL metanol-agua (60:40 v/v

2 min "vortex" 2 min "vortex"

+2mL metanol- 5 min cenrifuga 5 min cenrifuga +2 mL metanol-
agua(60:40 v/v) agua(60:40 v/v)
Dosveces mas Dosveces mas

+ 1 mL n-hexano + 1 mL n-hexano

+ 1 min"vortex" + 1 min "vortex"

+5 min Centrifuga N +5 min Centrifuga

v
4 k“[ Rotavapor hasta sequedad

4 /

~ 1 mL metanol-agua (50:50 v/v)

0,5mL paraFT y Cap. Antiox. < = —>» 05 mLparaHPLC

Figura 3.15. Esquema de la extraccion de la fraccion fendlica del aceite de oliva.
b) Muestras de subproductos de almazara

La extraccion fendlica de las muestras de orujo de almazara (Or-Arb) se llevd a
cabo siguiendo las condiciones experimentales presentadas en el disefio de Box-
Behnken (Tabla 3.5). Los extractos acuosos obtenidos se sometieron aun andlisis tanto

del contenido en fenoles totales, como de la capacidad antioxidante.

3.4.6.2. Fendlicos totales

El contenido total de compuestos fenélicos (FT) de las muestras se determind a
partir del método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton vy

Rossi (1965), con ciertas modificaciones para ser adaptado al andlisis en microplacas.

En cada pozo de la microplaca (NUNC, Thermo Scientific, Dinamarca) se
depositaron 95 uL de agua destilada, 10 uL de la solucién-muestra, seguidos de 5 uL
del reactivo de Folin-Ciocalteau y 80 uL de Na,CU3 7,5 % (w/v). Parala incubacion de
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la mezcla durante 1 hora a 25 °C y la posterior lectura de su absorbancia a 725 nm, las
microplacas se situaron en un espectrofotometro UV/Vis (MultiSkan Spectrum, Thermo
Scientific, Finlandia) (Figura 3.16). El contenido en fenoles totales se calculé apartir
de una calibracion con é&cido cafeico (CA) (50-600 ppm). Todos los resultados se
calcularon como la media de seis determinaciones, expresando |os resultados en mg de

acido cafeico/kg de aceite de oliva.

2
-

a-
-______‘_______‘--

Figura 3.16. Espectrofotometro UV/Vis (MultiSkan
Spectrum. Thermo Scientific

3.4.6.3. Perfil fendlico. HPLC

La identificacion y cuantificacion de los diferentes compuestos fendlicos
presentes en las muestras de aceite de oliva se Ilevé a cabo mediante HPLC, utilizando
un equipo HP1100 Series (Agilent Technologies, Palo Alto, CA), equipado con un
sistema de bomba binario, un desgasificador, un muestreador automaético, un conjunto
de diodos UV/VIS (DAD) y un detector espectrofotometro de masas (MSD, Mass
Spectrometer Detector) (Figura 3.17). Para la separaciéon de los compuestos fendlicos
se utiliz6 una columna Luma C18 (Phenomenex, Torrance, CA) con un tamafio de
particula de 5 um y 25 cm de longitud y 3 mm de espesor. Se utilizaron dos fases
moviles para la cromatografia; por un lado se utilizd6 una mezcla agua/écido formico
(99,5:0,5 viv) como fase mévil A, y acetonitrilo como fase mévil B. Ambas fases se
filtraron con un filtro de nylon de 0,2 um. El caudal de la fase movil se fij6 en 0,5
mL/min. Las longitudes de onda del detector ultravioleta se fijaron a 280 nm para los
acidos fendlicos, alcoholes y secoiridoides, y a 345 nm para los flavonoles. EI volumen
de inyeccién de muestra fue de 10 uL. Los andlisis se llevaron acabo a 30 °C. La
evolucién del gradiente de la fase movil se llevd acabo de acuerdo con el trabajo de
Rotondi et al., (2004). Los andlisis de las masas se llevaron a cabo utilizando un
ionizador en electrospray (API-ES), operando en negativo y usando las siguientes

especificaciones: flujo de gas seco 9 L/min, presion de nebulizacion 50 psi, temperatura

124



Materiales y Métodos

del gas seco de 350 °C. Se realizaron cuatro repeticiones para cada muestra y los

resultados se expresaron en mUA (érea bajo el pico).

Figura 3.17. HPLC HP1100 Series.

La identificacién y la cuantificacion de los picos principales se realizé através de
un calibrado con los siguientes estdndares externos: tirosol, hidroxitirosol, &cido galico,
acido p-cumérico, oleuropeina y apigenina. Los resultados se expresaron en mg

analito/kg de aceite de oliva.

3.4.6.4. Capacidad Antioxidante

A la fraccion polifendlica se le atribuye una importante capacidad antioxidante
gue incluye, desde un punto de vista quimico, multiples y muy diversos mecanismos de
actuacion. Debido ae llo, ninguna metodologia analitica es capaz por si sola de
cuantificarla, recomendandose siempre el uso de diferentes técnicas para determinar la
capacidad antioxidante de las muestras de una forma més global (Pellegrini et al.,
2003).

En el presente trabajo se han considerado un total de tres técnicas
espectrofotométricas ABTS, CUPRAC y FRAP, basadas en un mecanismo de
transferencia de electrones. Paratodas las determinaciones de capacidad antioxidante se
utilizé un lector de microplacas MultisSkan Spectrum UV/Vis (Thermo Scientific,

Finlandia). Los resultados se calcularon como valor medio de seis determinaciones.
ABTS

La evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS (acido

2,2'-AzZinobis(3-etilBenzoTiazolina-6-Sulfonico)) se bas6 en la metodologia inicialmente
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descrita por Re et al., (1999), con ciertas modificaciones para adaptarla al andlisis en
microplacas (Gonzélez-Centeno et al., 2012). El radical ABTS' se prepar6 mezclando
volUumenes equivalentes (1:1) de disoluciones acuosas de ABTS 7 mM y K,S,0, 2.45
mM. Dicha solucién madre se dej6 reaccionar durante 12 - 16 h a 23+ 1 °C en
oscuridad, para ser utilizada en las proximas 48 h, conservada bajo las mismas
condiciones de temperatura y luminosidad. En el momento del andlisis, 8 mL de la
solucién madre de ABTS se diluyeron con EtOH/H,O (25:75, v/v) hasta un volumen
fina de 100 mL para obtener unreactivo ABTS con absorbancia de 1.00 + 0.02

unidades a 734 nm.

Se incubaron las soluciones-muestray el reactivo ABTS (190 pL en cada pocillo)
en microplacas de 96 pocillos, a 25 °C durante 20 min. Posteriormente, se realizé una
lectura de absorbancia del blanco de reactivo a734 nm (A,) y se procedié a iniciar la
reaccion (Figura 3.18) afadiendo 10 pL de la soluciéon-muestra a cada pocillo. La
mezcla se incubd a la misma temperatura durante 30 min, tras los cuales la disminucién
de la absorbancia se midié a la misma longitud de onda (A,). Para el calculo de la
capacidad antioxidante, la diferencia entre las absorbancias A, y A, se correlaciond con
un calibrado de trolox (analogo hidrosoluble de la vitamina E), cuyas soluciones
estandar se prepararon en el rango de concentracién 0 - 0.8 mM (r* = 0.995), utilizando

EtOH/H20 (25:75, v/v) como disolvente.

s \.i/\/.sog-

! S N \/503- ‘ |
. " a : I ' + antioxidante S /Nz( i |
N | - -— y \N’_ )
/ s S \//,

""-.N\ ] I\/ ! /

CaHg GaHg

ABTS" (color verde) ABTS" (incoloro)
X,..= 734 nm

Figura 3.18. Principio quimico del método ABTS (adaptado de Huang et al., 2005).

CUPRAC
La medida de la capacidad antioxidante de las muestras at ravés del método
CUPRAC (CUPric Reducing Antioxidant Capacity) se basd en una version modificada
del procedimiento experimental propuesto por Apak et al., (2004) para su evaluaciéon en
microplacas (Gonzélez-Centeno et al, 2012). El reactivo CUPRAC se prepard el mismo

dia del andlisis a partir de voliumenes equivalentes (1:1:1) de una disolucion acuosa de
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Cu (I1) 10 mM, de una solucién de neocuproina 7.5 mM en EtOH 96% y de tampon

acetato de amonio (1 M, pH 7).

El protocolo y condiciones experimentales, asi como los célculos para la
evaluacion de la capacidad antioxidante a través del método CUPRAC, fueron los
descritos para el caso del ABTS. No obstante, el incremento en la absorbancia se midio
a 450 nm (Figura 3.19) y la calibracién con trolox se prepar6 ac oncentraciones

comprendidas entre 0 - 13 mM (r*= 0.996).

[Cu(I1)(2,9-dimetil-1,10-fenantrolina)]** [Cu()(2.9-dimetil-1,10-fenantrolina)]”
(incolora) {color amarillo)

2 max =450 nm

Figura 3.19. Principio quimico del método CUPRAC (adaptado de Huang et al,
(2005).

FRAP

Para la determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) se modificd la version origina de (Benzie and
Strain, 1996), también con el objetivo de adaptarla a andlisis en microplacas (Gonzél ez-

Centeno et al., 2012).

El reactivo FRAP (Figura 3.20), preparado el mismo dia del andlisis, se obtuvo a
partir de la mezcla de una solucién de TPTZ 0.01 M en HCI 0,04 M, una disolucién
acuosa de FeCl,-6H,0 0,02 M y otra de tamp6n acetato (pH 3,6, preparado con 3.1 g
CH.COONay 16 mL de CH,COOH glacial por 1 L de solucion tampdn) en un relacién
1:1:10.
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|Fc(ll[)(TPTZ)2]3+ (incoloro) [Fe(ll)(TPTZ)2|2+ (color azul)

V™*= 503 nm

Figura 3.20. Principio quimico del método FRAP (adaptado de Huang et al. (2005).

El protocolo y las condiciones experimentales, asi como los célculos para la
evaluacion de la capacidad antioxidante através del método FRAP, fueron los mismos
que para las técnicas ABTS y CUPRAC. Sin embargo, en este caso la longitud de onda
utilizada para medir el incremento en la absorbancia fue de 593 nm y el calibrado de
trolox se prepar6 en el rango de concentraciones comprendido entre 0 - 1.6 mM (r* =

0.996).
3.4.8. Anadlisis de texturay fertilidad de los suelos

Los andlisis de texturay fertilidad del suelo se Ilevaron acabo en el Instituto de
Biologia Animal de Baleares SA. (IBABSA, Palma, Illes Balears, Espafia) de acuerdo
con los Métodos Oficiales de Andlisis de Suelos y Aguas para Riego (MAPA, 1994).

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.4.8.1. Textura

La textura del suelo viene definida por la proporcién en que se encuentran
distribuidas las particulas elementales que pueden constituir un sustrato, que segun su
tamafio o porosidad pueden clasificarse en tres grupos bésicos: arenas (0.050 < x <
2.000 mm), limos (0.002 < x < 0.050 mm) y arcillas (x < 0.002 mm) (USDA, 1999). En
base a ello, se determind el porcentaje de arenas, limos y arcillas de las muestras de

suelo en estudio (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Textura del suelo. Clasificacion USDA.
3.4.8.2. Fertilidad

Humedad

La humedad del sustrato se determind gravimétricamente por desecacion a 105 °C

hasta peso constante (MAPA, 1994).

pH

El pH de las muestras de suelo se determin6é con ayuda de un pH-metro (Crison,

Espafa) a partir de unarelacion suelo/H,0 1:25 (w/v) (MAPA, 1994).

Conductividad

La determinacion de la conductividad del suelo se llevé acabo a25 °C apartir de

una relacién suelo/H,O 15 (w/v), expresando los resultados en dS/m (MAPA, 1994).

Materia organica oxidable

La materia organica oxidable del suelo se analiz6 mediante el método de Walkley-

Black, consistente en una valoracion de la muestra con sulfato ferroso (MAPA, 1994).

Nitréogeno total

Par la determinacion del nitrogeno total (N...) se utiliz6 el método Kjeldahl

(MAPA, 1994).

Carbonatos y caliza activa
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Tanto el contenido de carbonatos como el de caliza activa se determinaron
mediante el calcimetro de Bernard (MAPA, 1994). Los resultados de ambos pardametros
Se presentaron como porcentajes (%).

Fésforo asimilable

El fésforo asimilable, intimamente ligado a otros factores del suelo como el pH, la
materia organica y la ca activa, se midié espectrofométricamente de acuerdo con el
método Olsen-Watanable (MAPA, 1994).

Potasio intercambiable

El potasio intercambiable se analiz6 mediante espectrometria de absorcion
atomica (MAPA, 1994).

3.5. Tratamiento estadistico

Todos los resultados experimentales se han presentado como la media +
desviacion estdndar de las n mediciones realizadas. El estudio de la variabilidad de las
muestras respecto alos diferentes pardmetros analizados se llevé acabo con la ayuda
del paquete estadistico Minitab (version 16.1.1, Minitab Inc. State. College, PA,
EE.UU), se utilizaron los parametros de los tests paramétricos ANOVA y Tukey para
evaluar, respectivamente, la existencia de diferencias significativas. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas cuandop < 0,05.

El andlisis multivariable de los datos, comprendiendo un andlisis de componentes
principales (ACP) y un andlisis discriminante (AD), se llevaron a cabo con el software

Matlab (version R2009a. The MathWorks Inc., EE.UU).

Por otra parte, para el andlisis de datos, el calculo de prediccion de las respuestas,
larepresentacion gréficay la modelizacion, en el estudio basado en laRSM, se utilizé el
software STATISTICA (version 7.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK, EE.UU.). Los pardmetros
mateméticos de cada modelo se calcularon mediante un analisis de regresion a partir de
los datos del BBD. Para determinar la calidad y capacidad de simulacién del modelo se
examino la falta de ajuste (LOF), el coeficiente de determinacion (r?) y el valor del test
de Fisher (F-value) proporcionado en el andlisis de varianza (ANOVA). Tanto el
modelo como los coeficientes de regresion se consideraron significativos cuando p <
0.05. Las condiciones éptimas de extraccion, considerando los factores de respuesta
tanto individualmente como de forma conjunta, se calcularon con ayuda del software
Minitab (version 16.1.1, Minitab Inc., State College, PA, EE.UU.).
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Para evaluar la correlacion entre los valores experimentales (X.,) y los
calculados por los modelos mateméticos propuestos (X...) y, consecuentemente, la
calidad del guste de los mismos, se utilizaron los pardmetros estadisticos 'adequate
precision” (AP, ecuacion [3.12]), error relativo medio (ERM, ecuacion [3.13]) y/o
porcentaje de varianza explicada (VAR, ecuacién [3.14]) (Noordin et al., 2004; Bas y
Boyaci, 2007; Eim, 2012; Gonzélez-Centeno, 2013):

j~max j~min

[3.12] M~p cctXcP o gcLhc 4
_n
te-tel i1"exp X\
ERM = A '- X 100
n
[3.14] / S\
VAR = 11 - \ X 100

~calcj
Donde n es el numero de experiencias; P es el numero de términos
estadisticamente significativos del modelo matemético (incluyendo la constante del
modelo); o° es el valor MS del residuo en el ANOVA; S, , la desviacion estandar de

los valores experimentales; y S.,.., la desviacion estéandar de los valores calculados.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION
A continuacion, se presentan los resultados experimentales obtenidos en la

presente tesis doctoral.

4.1. Influencia de la variedad, el grado de madurez y la procedencia geogr afica de

las aceitunas sobre la calidad del aceite de oliva producido

El objetivo de esta primera linea de trabajo fue estudiar la influencia de variables
agrondmicas tales como lavariedad y el grado de maduracion de las aceitunas, asi como
las caracteristicas geocliméticas de la plantacion de olivos sobre los principales

parametros fisico-quimicos y sensoriales del aceite de oliva.

Para entender mejor el grado de significacion de las variables mencionadas sobre
la calidad del aceite de oliva, el estudio se harealizado en dos etapas. En la primera de
ellas se estudia la influencia de la variedad de aceitunay su grado de madurez sobre las
caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales del aceite de oliva, mientras que en una
segunda fase se evalUan los efectos agrocliméticos del olivar y el grado de madurez de

las aceitunas sobre las caracteristicas fisico-quimicas del aceite de oliva.

4.1.1. Influencia de la variedad y grado de madurez (RI)

Para la egjecucion de dicho estudio, se utilizaron aceitunas de variedades
arbeguina (Arbl), picual (Picl) y empeltre (Empl) descritas en e apartado 3.1.2 de la
seccion materiales y métodos. Tanto los valores del RI, como las fechas de recoleccién
de los frutos, asi como los rendimientos de extraccion del aceite obtenidos mediante el

sistema Abencor, se muestran en la Tabla 4.1.

Los valores correspondientes al grado de maduracién de las aceitunas presentaron
valores similares para las tres variedades de aceituna, permitiendo la comparacion entre

resultados de los diferentes andlisis realizados.

En relacion con la evolucion del rendimiento graso, se observo, en general, un
aumento alo largo de la maduracion de la aceituna, con valores que van del 16,3% al
20,9% en el caso de la variedad arbequina, del 14,2% a 22,4% para la variedad picual
y del 14,3% al 17,2% parala variedad empeltre.

135



Resultados y discusién

Tabla 4.1. Contenido en aceite de las diferentes variedades de
aceituna en funcion del grado de madurez

Caodigo de Fecha <_3|e R Contenido en aceite
muestra recoleccion (9/100 g aceituna)
Arbl-RI1 15/10/2012 131 16,34 + 0,97b
Arbl-RI2 02/11/2012 2,27 17,31 + 1,17b
Arb1-RI3 27/11/2012 5,07 20,91 + 1,36a
Picl-RI1 15/10/2012 1,01 14,21 + 1,40b
Picl-RI2 02/11/2012 2,14 16,25 £ 1,37b
Picl-RI3 11/12/2012 513 22,37 + 2,20a
Empl-RI1 12/10/2012 1,14 14,32 + 0,68c
Empl-RI2 25/10/2012 2,93 15,26 + 0,56b
Empl-RI3 07/11/2012 554 17,16 + 1,56a

Para cada variedad de aceituna, dentro de cada columna, las letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre variables

Son muchos los autores que han observado un aumento en el contenido graso de
las aceitunas a medida que avanza el estado de maduracion del fruto. La explicacion
mas aceptada se basa en que a medida que la aceituna madura, coincidiendo con la
pigmentacion purpura de las aceitunas, se produce una pérdida de humedad,

traduciéndose en un incremento de su contenido graso (Benito et al, 2009; 2013).
4.1.1.1. Parametros de calidad

Los parametros que permiten evaluar la calidad del aceite de oliva (grado de
acidez (GA), indice de perdxidos (IP) y coeficientes de extincién especifica k232 y
K...), vienen definidos y legislados mediante el Reglamento CEE 2568/91. En funcion
del valor de dichos parametros, el aceite de oliva se clasifica en aceite de oliva virgen
extra, aceite de oliva virgen o aceite de oliva lampante, siendo este ultimo no

comercializable.

Tal y como puede observarse en la Tabla 4.2, los valores de los parametros de
calidad obtenidos para las variedades estudiadas, permite que todos los aceites
elaborados, excepto el aceite de la variedad empeltre en el estado de maduracion RI-3,
puedan clasificarse dentro de la categoria de aceite de oliva virgen extra (EVOO), de

acuerdo con la normativa anteriormente mencionada.
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Hay que destacar que los parametros que definen la calidad del aceite de oliva no
estdn relacionados con la variedad de aceituna. Sin embargo, se detecté una clara
relacion con el estado de la misma, asi como con las buenas précticas utilizadas durante
el proceso de extraccion del aceite de oliva.

Tabla 4.2. Parametros de calidad de los diferentes aceites monovarietales en
funcion del grado de madurez de las aceitunas.

Indice de madurez

RI-1 RI-2 RI-3 EVOO*
GA (% C18:1) < 0,8%
Arbi 0,18 + 0,01b 0,25 + 0,01a 0,23 + 0,01a
Pici 0,19 + 0,02a 0,22 + 0,03a 0,19 £+ 0,01a
Empi 0,36 + 0,03b 0,39 £+ 0,01b 0,55 + 0,03a
IP .(meq Oi/kg <20
aceite)
Arbl 10,28 + 0,41a 3,39 £ 0,28b 3,77 + 0,10b
Pici 6,22 + 0,73a 5,00 + 0,27a 6,34 + 1,05a
Empi 5,62 + 0,85¢c 7,14 £ 0,24b 10,70 = 0,49a
K232 <25
Arbl 1,60 + 0,17a 1,46 + 0,02a 185 + 0,13a
Picl 1,50 + 0,04b 1,69 + 0,00a 0,95 + 0,01c
Empi 1,68 + 0,12a 1,65 + 0,12a 181 + 0,03a
K270 < 0,22
Arbi 0,15 + 0,01b 0,11 + 0,01b 0,20 £ 0,01a
Pici 0,10 + 0,01b 0,16 + 0,01a 0,08 + 0,00b
Empi 0,17 + 0,01b 0,22 £ 0,02a 0,21 + 0,02a

Para cada variedad de aceituna, las letras indican diferencias significativas (p < 0,05)
entre los diferentes grados de maduracion.

*Valores maximos para la categoria aceite de oliva virgen extra (EVOO) segin e
reglamento (CEE) 2568/91.

a) Grado de Acidez (GA)

Gran parte de las propiedades del aceite de oliva y de los fenébmenos que en él
ocurren depende de su GA. De ahi que este parametro sea comunmente utilizado como
indicador de calidad al estar directamente relacionado con el grado de deterioro
oxidativo del aceite (Bendini et al., 2009). Como se desprende de los resultados
expuestos en la Tabla 4.2, independientemente del grado de madurez considerado,

todos los aceites objeto de estudio presentaron valores inferiores al 0,8% éacido oleico.
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Considerando el efecto del estado de maduracion de las aceitunas, se observé
como un ligero incremento del GA acompaifié al proceso de maduracién del fruto,
excepto para la variedad picual, en la cual no se detectaron diferencias significativas
entre los diferentes estados de maduracion. Se considera que a medida que avanza el
grado de madurez de la aceituna, se obtienen aceites con valores de GA mas elevados
como consecuencia del incremento de la actividad enddgena de las lipasas, provocando
dafios en los tejidos de las aceitunas (Martinez et al., 1973; Salvador et al., 2001,
Baccouri et al., 2007). En este contexto, resultados similares fueron publicados por
Garcia et al., (1996) quienes indicaron un aumento del GA en aceites de la variedad
arbequina, a medida que aumentaba el ciclo de maduracién del fruto. Este mismo
comportamiento ha sido descrito por Gutiérrez et al., (1999) y Salvador et al, (2001)

para las variedades picual y hojiblanca, respectivamente.
b) indice de peroéxidos (IP)

El IP, a igual que el GA, es un indicador del grado de oxidacion del aceite de
oliva. La primera oxidacién de los lipidos da lugar a la aparicion de los hidroperoxidos,
los cuales son susceptibles a una posterior oxidacion en otros componentes que pueden
afectar al aromay al sabor del aceitey, por tanto, ala calidad sensorial de los aceites de

oliva (Bendini et al., 2009).

Cabe destacar, que en todos los casos, los aceites se clasificaron dentro de la
categoria virgen extra, con valores del IP inferiores a los 20 meq O2/kg de aceite
(Reglamento CEE 2568/91 y modificaciones). El hecho de que todos los valores
estuvieran por debajo de los 11 meq O2/kg de aceite, indica la existencia de un nivel de

oxidacion bajo en todas las muestras estudiadas.

La evolucién de este parametro en funcion del estado de madurez del fruto (Tabla
4.2) sigui6 tendencias dispares entre las diferentes variedades estudiadas. Por un lado,
en los aceites procedentes de la variedad picual no se observaron diferencias
significativas (p < 0,05) a medida que avanzaba la madurez de la aceituna. En cambio,
en €l caso del aceite de la variedad arbequina, €l IP disminuyd a medida que aumentaba
el ciclo de maduracion. Resultados similares han sido observados por investigadores
como Baccouri et al. (2008), los cuales observaron una disminuciéon del IP al final del
proceso de maduracion para la variedad Chétoui. Sin embargo, para el aceite de la
variedad empeltre, la tendencia fue un aumento del 1P conforme avanzaba el ciclo de

maduracion del fruto. En este sentido, Vekiari et al, (2010) sefialaron que la oxidacion
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se inicia en el fruto y aumenta lentamente durante la maduracion. Este aumento puede
ser atribuido a aumento de la actividad de la lipoxigenasa durante la maduracion del
fruto (Salvador et al., 2001b).

c) Coeficiente de extincién especifico k232

La determinacion del coeficiente de extincion especifico K., aporta informacion
sobre la calidad del aceite de oliva, concretamente sobre la presencia de compuestos de
oxidacién primaria como peroxidos e hidroperdxidos y, asu vez, es un indicador de la
conjugacion de los acidos grasos poli-insaturados (Benito et al., 2013). La normativa
europea (Reglamento (CEE) 2568/91) define como limite un valor igual o inferior a 2,5
para la categoria virgen extra. En la Tabla 4.2 se observa que, independientemente del
estado de madurez del fruto, todos los aceites estudiados presentaron valores muy

inferiores al limite legislado.

La evolucion del coeficiente k232, en funcién del grado de madurez, presenta dos
tendencias en funcién de las variedades de aceituna estudiadas, por una parte, los aceites
procedentes de las variedades arbequina y empeltre, no presentaron cambios
significativos (p < 0,05) entre los distintos grados de madurez, en cambio para la
variedad picual, se observo una ligera disminucion al final del ciclo de maduracion de la
aceituna (Tabla 4.2). En general, estos resultados estan en consonancia con el estudio
realizado por Rotondi et al., (2004), en el cual no se observaron cambios significativos
en el valor de k232 en aceites elaborados ap artir de aceitunas de diferente grado de
madurez (de un grado de maduracion de 2,38 hasta 5,11) para la variedad italiana
Nostrana di Briseghella. En un trabajo similar realizado por Youssef et al., (2010),
tampoco se observaron diferencias significativas en aceites elaborados ap artir de la
variedad Chétoui en estados de madurez de 148 hasta 5,47. Por otra parte, Jiménez et
al., (2013) describieron una ligera disminucion a medida que avanzo el grado de

madurez de las aceitunas para las variedades picual y picudo.
d) Coeficiente de extincion especifico K ,,,

El coeficiente de extincion especifico K,,,, también aporta informacién sobre el
estado de oxidacién del aceite de oliva, pero en este caso se relaciona con la presencia
de compuestos de oxidacion secundaria, tales como aldehidos y cetonas (Benito et al.,
2013). Segun la normativa vigente, dicho parametro debe presentar un valor maximo de

0,22 parala categoria virgen extra (Reglamento CEE 2568/91).
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Al igual que en el caso K,,,, se observaron tendencias dispares entre variedades
y grados de maduracion (Tabla 4.2). Por una parte, no se observaron diferencias
significativas (p < 0,05) entre aceites procedentes de aceitunas verdes (RI-1) y maduras
(RI-3) en lavariedadpicual. Sin embargo, se observé un ligero aumento (p > 0,05) en el
caso de las variedades arbequina y empeltre a medida que avanz6 la maduracién de la
aceituna. Llegando, en el caso del aceite procedente de aceitunas maduras de la variedad
empeltre arozar el limite para la categoria virgen extra. Segun la bibliografia existe una
gran disparidad en la evolucién de dicho parametro. Mientras Garcia et al., (1996)
observaron un incremento del valor de K,,, a medida que aumentaba el grado de
madurez en la variedad arbequina del bajo Aragén. Rotondi et al., (2004) no
observaron diferencias significativas entre aceites procedentes de aceitunas verdes y
maduras correspondientes a la variedad Nostrana de Brisighella. Ademés, Y oussef et
al., (2010), observaron como €l valor de k270 disminuia a medida que avanzaba el grado

de madurez en aceites procedentes de aceitunas de la variedad Chétoui.
4.1.1.2. Perfil de acidos grasos

L os &cidos grasos constituyen una de las fracciones mas importantes de los lipidos
saponificables. La composicion de éstos estd directamente relacionada con la vida util
del aceite de oliva y, presentan cierta influencia tanto varietal como con el grado de
maduracion de la aceituna (Aparicio et al., 2002; Rotondi et al., 2004; Benito et al.,

2013).

En este trabgjo se identificaron los &cidos: palmitico (C16:0), pamitoleico
(C16:1), estedrico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) y
araquidico (C20:0) (Tabla 4.3). En general, los componentes mayoritarios fueron el
&cido oleico, seguido del acido palmitico, el &cido linoleico y, en menor proporcion, 10s

&cidos estedrico, palmitoleico y araquidico.
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Tabla 4.3. Perfil de acidos grasos de aceites elaborados a partir de aceitunas de las variedades arbequina, picual y empeltre en diferente
estado de madurez.

Muestra C16:0 Cle:1 C18:0 ci8:1 c18:2 C18:3 C20:0 MUFA/PUFA
Arb-RII 16,60 + 0,01b 140 + 0,01b 2,06 + 0,00a 67,65+ 0,03a 10,99 + 0,01b 0,53 £ 0,00a 0,42 + 0,0la 6,02
Arb-RI2 16,89 £ 0,04a 161 + 0,00a 2,31 +0,00a 66,59 + 0,12a 11,16 £ 0,02b 0,57 £ 0,00a 0,43 + 0,00a 5,84
Arb-RI3 14,25 + 0,04c 1,04 £ 0,03c 2,02 + 0,17a 68,87 + 1,8la 12,60 + 0,33a 0,48 + 0,03b 0,40 + 0,06a 5,37
Pic-Ril 13,41 +0,15a 1,03 + 0,0l1a 1% +092a 79,64+ 0,73a 2,73 +0,02b 0,58 + 0,0lab 0,38 + 0,01b 24,46
Pic-RI2 12,28 £ 0,03a 1,05 + 0,05a 3,57 + 0,09a 78,87 + 0,26a 2,86 + 0,04b 0,67 £ 0,07a 0,45 * 0,06a 22,74
Pic-RI3 11,45 + 0,01b 0,79 + 0,04b 3,14 + 0,17a 80,26 + 0,11a 3,18 + 0,02a 0,53 £ 0,04b 0,42 + 0,02ab 21,91
Emp-RI| 16,81 + 0,0la 128 + 0,00a 2,33 + 0,00b 65,57 + 0,01b 12,35+ 0,00c 0,89 + 0,00a 0,43 + 0,00a 5,07
Emp-RI2 1567 + 0,01b 112 + 0,00b 2,72 + 0,00a 65,72 + 0,02a 13,04 £ 0,01b 0,93 £ 0,00a 0,46 + 0,00a 4,81
Emp-RI3 14,34 + 0,04c 0,64 + 0,05c 2,24 + 0,02c 64,76 + 0,01c 16,16 + 0,03a 0,95 + 0,04a 0,47 £ 0,02a 3,85

Los resultados se expresan en % del total de lafraccién de &cidos grasos. Para cada acido graso, dentro de cada columna, letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre muestras con diferente grado de madurez.
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La evolucion del perfil de acidos grasos para las tres variedades estudiadas en
funcion del grado de madurez de la aceituna se muestran en la Tabla 4.3. no se
observaron diferencias significativas (p < 0,05) en los porcentajes de &cidos grasos
como el oleico, €l estearico, €l linolénico y el araquidico durante el proceso de
maduracion del fruto. Sin embargo, los &cidos grasos palmitico, palmitoleico y linoleico
mostraron una influencia significativa con el grado de maduracion. Resultados similares
fueron observados por Y oussef et al., (2010) y Benito et al, (2013) a estudiar el efecto
del grado de maduracion en aceites procedentes de la variedad chétoui y arbequina,

respectivamente.

En el caso del acido palmitico, se observd una clara disminucién a medida que
aumento el indice de madurez de la aceituna. En la variedad arbequina, este disminuyo
del 16,60% al 14,25%; en el caso del aceite de la variedad picual, vari6é del 13,41% al
11,45%; mientras que para la variedad empeltre, dicha disminucién fue del 16,81% al
14,34%, para el RI1 y RI3, respectivamente. Gutiérrez et al., (1999) explico dicho
descenso como un efecto de dilucién del &cido palmitico. Concretamente, el porcentaje
absoluto de &cido palmitico permanece constante, pero el contenido de &cidos grasos en
el aceite aumenta como consecuencia de la activa biosintesis de triglicéridos a medida
que avanza el estado de madurez de la aceituna. En cuanto a &cido palmitoleico
también se experimentd una disminucion significativa (p < 0,05) a medida que avanzé
el grado de madurez en todas la variedades estudiadas. Por otra parte, el acido linoleico
presentd un ligero aumento am edida que aument6 el grado de madurez del fruto,
independientemente de la variedad estudiada. En general, estos resultados estan en
concordancia con otros trabajos, tales como los de Salvador et al., (2001), Baccouri et
al., (2008), Oueslati et al., (2009) y Benito et al., (2013), en los cuales explican los
cambios que experimentan los &cidos grasos, en funcién del grado de madurez, como

consecuencia de la actividad enzimatica de la enzima oleato desaturasa.

Otro parémetro interesante, que permite estudiar el efecto de la maduracién de la
aceituna sobre el perfil acidico del aceite de oliva, es larelacion entre el contenido total
de éacidos grasos mono- y poli-insaturados (MUFA/PUFA) (Youssef et al., 2009).
También es interesante, en algunos casos, evaluar la relacion existente entre el acido
oleico y el &cido linoleico (C18:1/C18:2) (Rotondi et al., 2004). De las tres variedades
de aceituna estudiadas, independientemente de su indice de madurez, la variedad picual

fue la que presento los porcentajes més elevados de &cidos grasos mono-insaturados, asi
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como los valores mas bajos de poli-insaturados, 1o que se tradujo en la relacion mas
elevada de MUFA/PUFA. Esto es debido principalmente a los altos porcentajes de
acido oleico, principal &cido graso que contribuye al sumatorio de mono-insaturados, y
también a los valores mas reducidos de los acidos linoleico y linolénico, contribuyentes
del sumatorio de &cidos poli-insaturados. Ademds, y por las mismas razones
anteriormente indicadas, calculando el ratio MUFA/PUFA (Tabla 4.3) se detect6 que la
variedad picual presentd un ratio del orden de cuatro veces mayor que el obtenido para
las variedades arbequina y empeltre, lo cual significa que el aceite procedente de la
variedad picual presenta, una mayor estabilidad oxidativa en comparacion con los
aceites elaborados ap artir de las variedades arbequina y empeltre (Youssef et al.,
2010). Teniendo en cuenta el estado de madurez del fruto, se observo que la relacion
MUFA/PUFA disminuy6 a medida que aumenté el grado de maduracion del fruto. Este
comportamiento podria explicarse a partir de la transformacion del &cido oleico en acido
linoléico provocada por la actividad de la enzima desaturasa oleato (Gutiérrez et al.,

1999; Benito et al., 2013).
4.1.1.3. Color

Las diferentes tonalidades de color de muchos alimentos son debidas a la
presencia de diferentes pigmentos. En el caso del aceite de oliva, estos pigmentos son
mayoritariamente carotenos y clorofilas (Minguez-Mosquera et al, 1991; Meléndez-
Martinez et al., 2007; Moyano et al., 2008), que pueden ser determinados mediante
diferentes técnicas analiticas, especialmente cromatogréficas, asi como también
mediante espectrofotometria en el visible. Las medidas de transmitancia y absorbancia
permiten que el color sea cuantificado mediante el célculo de las coordenadas

colorimétricas del espacio CieLab (L*, &, b*) (Moyano et al, 2008).

En la Tabla 4.4 se retnen los valores de las diferentes coordenadas de color
correspondientes a los aceites de las diferentes variedades elaborados en funcién del
grado de madurez de las aceitunas. Independientemente del estado de madurez del fruto,
se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre los diferentes aceites,

confirmando el caracter varietal del color (Minguez-Mosquera et al., 1991).

Para una misma variedad de aceituna, alo largo de su ciclo de maduracién entre el
estado verde (RI1) y el maduro (RI3), los aceites procedentes de las tres variedades

objeto de estudio presentaron una disminucion del parametro L* (Tabla 4.4). Asi, para
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aceites procedentes de la variedad arbequina, el valor medio de L* disminuyé de 92,8,
para aceites elaborados apartir de aceitunas en estado verde, hasta 58,4 para aceites
obtenidos apartir de aceitunas maduras. De igual forma, para la variedad picual, esta

disminucion fue de 90,07 a 71,87, y paralavariedad empeltre de 91,21 a 70,66.

Segun la bibliografia no existe una tendencia clara en la evolucién de la
coordenada L* a medida que avanza el estado de madurez de la aceituna. Mientras
autores como Criado et al., (2007), a estudiar dicha coordenada colorimétrica en aceite
procedente de la variedad arbequina, observaron un incremento del orden de 24,8
unidades desde un aceite elaborado con aceitunas verdes a otro elaborado con aceitunas
negras. Por otra parte, autores como Minguéz-Mosquera et al., (1991) en estudios de la
calidad del aceite de oliva en funcion del estado de madurez de las aceitunas,
encontraron disminuciones o incrementos de la coordenada L* dependiendo de la
variedad estudiada. En particular, observaron un aumento en 5 unidades para la variedad
hojiblanca frente a disminuciones del orden de 15 unidades para aceites procedentes de

la variedad lechin, aigual indice de madurez.

Tabla 4.4. Coordenadas de color (CieLab*) de aceites elaborados a partir de aceitunas
de las variedades arbequina, picual y empeltre en diferente estado de madurez.

Muestra L* a* b* C*

Arb-RI-1 92,82 + 0,35b;x -9,26 = 0,13b;x 79,18 + 2,29a;x 79,72 + 2,29a;x
Arb-RI-2 97,73 £ 0,46a;x -8,98 £ 0,01b;y 59,39 + 0,86b;y 60,07 + 0,86b;y
Arb-RI-3 58,43 + 1,12c;y -4,02+ 0,183y 27,66 + 1,35cly 27,94 + 1,36Cy
Pic-RI-1 90,07 + 0,21a;z -11,12 + 0,12c;z 77,87 + 141ax 78,66 = 14lax
Pic-RI-2 86,51 + 0,04a;z -5,50 + 0,09b;x 56,84 + 0,98b;y 57,10 + 0,99b:y
Pic-RI-3 71,87 + 1,67b;x -4,15 £ 0,04ay 45,28 + 2,02c;x 45,48 + 2,02c;x
Emp-RI-1 91,21 + 0,093y -10,41 + 0,03c;y 78,10 £ 0,19a;x 78,78 + 0,18a;x
Emp-RI-2 91,06 + 1,07ay -9,25 + 0,15b;y 77,92 + 3,73a;x 78,47 + 3,73ax
Emp-RI-3 70,66 + 0,63b;x -3,09 £ 0,01a;x 26,33 £ 0,23b;y 26,51 + 0,23b)y

a-c Diferentes letras para una misma variedad indican diferencias significativas (p <
0,05) entre los aceites elaborados con aceitunas de diferente grado de madurez.

x-z Diferentes letras para un mismo grado de madurez indican diferencias significativas

(p < 0,05) entre diferentes variedades de aceituna.
En cuanto al a evolucién de la coordenada a*, se observé un incremento

significativo (p < 0,05) a medida que aumento6 el estado de maduracion de las aceitunas.
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En concreto, parala variedad arbequina, la coordenada a* aumenté desde -9,25, para €l
estado de madurez RI-1, a -4,02 para el grado de madurez RI-2, mientras que para la
variedad picual, dicho aumento fue desde -11,12 a -4,15, y para la variedad empeltre
desde -10,41 a -3,09. Dichos aumentos de la coordenada a* se reflgjaron en una
disminucion del color verde de los aceites. Otros autores han observado tendencias
similares en aceites procedentes de la variedad arbequina a estudiar el efecto del grado

de madurez de la aceituna (Criado et al, 2007)

Al analizar la coordenada b*, se detect6 un descenso significativo de la misma a
medida que avanzaba el grado de madurez del fruto. De modo que, para aceites
procedentes de la variedad arbequina los valores medios disminuyeron desde 79,18,
para el aceite elaborado ap artir de aceitunas verdes, hasta valores de 27,66 para los
obtenidos de aceitunas maduras; para la variedad picual este descenso fue desde 77,87
hasta 45,28 y para la variedad empeltre desde 79,10 hasta 26,33. Similares tendencias
fueron citadas por Minguez-Mosquera et al, (1991) y Criado et al, (2007). Los aceites
elaborados a partir de frutos maduros presentaron tonalidades menos amarillentas que
los aceites elaborados a partir de aceitunas verdes, lo cual implica una disminucién del

valor de |la coordenada b*.

Otro parédmetro interesante, para estudiar la evolucion del color es el croma (C*)
gue determina la variacién en la saturacion de color. Teniendo en consideracion los
valores expuestos en la tabla Tabla 4.4, este parametro presentd una disminucion
significativa (p < 0,05) en todas las variedades a medida que aumentaba el grado de
madurez de las aceitunas. Esto se tradujo en una pérdida de saturacion del color a
medida que el aceite procedia de aceitunas mas maduras, o lo que es lo mismo, aceites
con colores menos intensos. ldénticos resultados fueron observados en el trabajo de
Cridado et al., (2007), a estudiar el efecto de la maduraciéon de la aceituna de la

variedad arbequina sobre la calidad del aceite obtenido..
4.1.1.4. Compuestos fendlicos

La cantidad de compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva virgen extra es
un factor importante cuando se evalla la calidad del mismo. La presencia de estos
compuestos mejora la resistencia a la oxidacion, siendo ademés los compuestos

responsables del sabor amargo y picante del aceite (Bendini et al., 2007; 2009).

145



Resultados y Discusién

a) Fendlicos totales (FT)

La presencia de antioxidantes naturales en el aceite de oliva modifica
notablemente la resistencia que éste puede ofrecer al proceso de autooxidacion. Dentro

de estos antioxidantes naturales se encuentran los compuestos fendlicos.

En la Figura 4.1 se muestra la evolucion del contenido en FT en aceites
elaborados ap artir de aceitunas de diferentes variedades y en diferentes estados de
madurez. Se observaron variaciones del contenido de FT en funcion del indice de
madurez aunque sin mostrar una tendencia clara. Las variedades arbequina y picual,
presentaron el valor més elevado de FT para grado de madurez RI2, después del cual se
produjo una disminucion para aceites elaborados con aceitunas mas maduras (RI3).
Diferentes autores han observado tendencias similares, aceites con indices de madurez
intermedios presentaron un contenido en FT superior al de aceites elaborados con
aceitunas més maduras, en este sentido cabe destacar los estudios de Salvador et al.,
(2001) y el de Youssef et al., (2009) en los cuales se observd esta misma tendencia al
estudiar el efecto del estado de madurez de aceites de oliva, procedentes de las

variedades conicabra y chétoui, sobre el contenido en FT.
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Figura 4.1. Fendlicos totales en aceites elaborados a partir de
aceitunas de las variedades arbequina, picual y empeltre en diferente
estado de madurez.

* Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) entre aceites
elaborados con aceitunas de diferente grados de maduracion.

En el caso de la variedad empeltre, se presencid un descenso del contenido en FT

a medida que el aceite de oliva provenia de aceitunas mas maduras, pasando de 530
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ppm para las muestras elaboradas con aceitunas del grado RI1, hasta los 310 ppm para
el aceite elaborado con aceitunas en el estado de madurez RI3. Estudios previos han
descrito un descenso general del contenido en FT a medida que avanza la maduracién
de la aceituna. Por ejemplo, en el trabajo de Beltran et al., (2005) se detectd un descenso
aproximado del 20% en el contenido de FT a medida que el grado de madurez RI
avanzo de 0,5 a 5,0 unidades para la variedad hojiblanca. Descensos del orden del 50 %
en el contenido en FT también fueron observados en aceitunas de diferentes variedades

tunecinas a medida que el indice Rl avanz6 de 1 a 6 unidades (Baccouri et al., 2007).

b) Perfil fendlico

El andlisis del perfil fendlico, llevado a cabo mediante HPLC-MS, mostré que los
aceites de oliva virgen extra estudiados presentaron concentraciones altas en
secoiridoides agliconas (SID) tales como la oleuropeina aglicona, los cuales derivan de
la oleuropeina (Baccouri et al., 2008; Ortega-Garcia et al., 2010), asi como elevadas
concentraciones en luteolina aglicona. En cambio, se detectaron bajos niveles de

acoholes fendlicos, écidos fendlicosy &cidos cinéricos.

En la Tabla 4.5 se muestran los perfiles fendlicos de los aceites de oliva
elaborados con aceitunas de las variedades arbequina, picual y empeltre en diferentes

estados de madurez.

Tomando en consideracion la oleuropeina aglicona, la variedad empeltre fue la
gue presentd los niveles mas elevados, sin que se observaran diferencias significativas
en la concentracion de este compuesto en los estados de madurez RI1 y RI2 pero si un
ligero descenso para las muestras RI3. El descenso en los niveles de SID al final del
estado de madurez del fruto ha sido observado por otros autores; Rotondi et al., (2004)
y Baccouri et al., (2008) para la variedades italianas Nostrana di Brisighella y chemlali,
respectivamente. Estos autores atribuyeron la degradacién de la oleuropeina a la enzima
esterasa. La oleuropeina es el principal compuesto fendlico presente en la aceituna sin
madurar, y su degradacién conduce a la formacion de otros compuestos tanto de

naturaleza fendlica como no-fendlica (Amiot et al, 1986).
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Tabla4.5. Perfil fendlico de aceites de oliva daborados a partir de aceitunas de las variedades arbequina, picual y empeltre en diferente estado
de madurez

Arbequina
RI1
RI2
RI3

Picual
RI1
RI2
RI3

Empeltre
RI1
RI2
RI3

%mg de hidroxitirosol / kg aceite (280 nm);

Hidroxitirosol®

153 = 0,01c
7,26 £ 0,70b
26,63 £ 1,27a

2.97 + 0,53b
4,99 + 0,05a
2,19 = 0,28b

3,38 + 0,05a
3.98 + 0,48a
1,24 + 0,10c

Tirosol aC|_doc

cafeico
1,86 + 0,03b 0,35 + 0,01a
192 + 0,56b 0,23 + 0,10a
11,79+ 1,64a 0,30+ 0,01a
3,06 + 0,26a 0,37 + 0,09a
3,42 + 0,16a 0,16 + 0,05b
2,54 + 0,16a 0,16 + 0,04b
3,64 £ 0,32a 0,29 + 0,03b
3,24 £ 0,27a nd + 0,00c

391 +£0,10a 0,48 + 0,02a

p-Coumarico

0,27 + 0,05a
0,19 + 0,08a
nd £ 0,00a

0,50 + 0,03a
0,05 + 0,04b
0,05 = 0,02b

0,00 + 0,03a
nd £ 0,00a
0,04 + 0,00a

Compuestos fendlicos

Oleuropeina

8,31+ 1,01a
9,04 + 0,77a
10,48 + 3,81a

19,09 = 1,33b
88,53 + 9,42a
20,27 £ 0,90b

158,45 + 19,34a
146,90 + 16,95a

89,71 £ 8,36b

Oleuropeina
aglicona’

237,34 + 6,17b
328,46 + 12,44a
172,84 + 9,13c

286,16 = 16,67b
424,19 + 22,29a
310,16 £ 19,74ab

567,76 + 34,99a
537,27 = 23,97a
414,58 + 26,16b

* mg tirosol / kg aceite (280 nm); ° mg acido cafeico/kg aceite (330

(280 nm); * mg apigenina/kg aceite (454 nm); ° mg pinoresinol/kg aceite (280 nm). nd = no detectado.

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) entre aceites de una misma variedad elaborados con
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Luteolina

7,51 = 0,49a
7,83 + 0,04a
9,75 + 0,46a

4,88 + 0,21a
6,50 + 3,56a
5,58 + 0,05a

9,82+ 1,70a
4,00 = 0,16b
3,07 £ 0,69b

Pinoresinol®

37,37 + 3,82a
27,25 £ 3,56b
31,24 = 1,56b

88,41 £ 9,56b
152,66 + 10,74a
69,63 = 1,73b

101,10 £ 7,57a
108,45 * 6,11a
46,00 = 0,66b

Luteolina
aglicona’

156,62 * 6,01a
74,17 £ 8,05b
127,94 + 6,96a

124,77 + 7,88a
158,70 + 5,53a
85,00 + 5,58b

352,81 + 13,79
135,50 + 11,13b
150,30 + 0,36b

Apigenina

3,35 + 0,04a
2,06 = 0,01b
3.12 + 0,19a

6,26 + 0,85a
2,01+ 1,27b
2,04 = 0,10b

8,06 + 1,27a
3,88 £ 0,23b
2.13 = 0,37c

nm); ° p-coumarico/kg aceite (330 nm); ° mg oleuropeina/kg aceite

aceitunas de diferente grado de madurez
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Los aceites de las variedades arbequina y picual manifestaron un incremento en la
concentracion de oleuropeina aglicona desde el primer al segundo grado de madurez,
observando un maximo en el estado de madurez RI2, con valores medios de 328,48 y
424,29 mg oleuropeina/lkg aceite para las variedades arbequina y picual,
respectivamente. Para el aceite de estas variedades, correspondiente al estado de
madurez RI3, se observd una disminucién en la concentracion de este compuesto. Este
comportamiento ha sido observado por Baccouri et al., (2008), quienes observaron un
incremento en el contenido de oleuropeina aglicona en aceites procedentes de la
variedad chétoui, a medida que el grado de madurez aument6 de 0,5 a 4,9 unidades, a
partir del cual, presentaron una clara disminucién de la concentracion de oleuropeina

aglicona.

Otro compuesto importante presente en los aceites de oliva estudiados fue la
Luteolina aglicona,. Tal y como puede observarse, para las variedades picual y
empeltre, este compuesto experimentd un descenso a medida que el aceite provenia de
aceitunas mas maduras, sin embargo para el aceite procedente de la variedad arbequina,
no se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre los estados de madurez RI1
y RI3 (Tabla 4.5)

Los compuestos derivados de un monofenol tales como el tirosol y el
hidroxitirosol, presentaron diferentes tendencias en funcion de la variedad de aceituna
estudiada. En el caso de la variedad arbequina, experimento un incremento progresivo
en la concentracion de hidroxitirosol a medida que el grado de madurez de las aceitunas
aumentaba. Por su parte, en e caso del tirosol, no se evidenciaron diferencias
significativas entre los aceites procedentes de aceitunas en los estados de madurez RI1 y
RI2. Sin embargo, se observé un aumento de este Ultimo compuesto en aceites
elaborados con aceitunas mas maduras (RI3). La explicaciéon mas extendida sobre el
aumento de este tipo de compuestos, a medida que avanza el estado de madurez de las
aceitunas, se basa en el aumento de la degradacion e hidrélisis de los compuestos
polifendlicos. Baccouri et al., (2008) detectd la mismatendencia al estudiar el efecto de
la maduracion de la aceituna (Rl 0,5 - 5,5) sobre la calidad del aceite de oliva
procedente de las variedades chétoui y chemlali. No obstante, las variedades picual y
empeltre no presentaron el mismo comportamiento (Tabla 4.5). La variedad picual no
exhibio diferencias significativas (p > 0,05) entre los estados de madurez RI1 y RI3 en

las concentraciones de hidroxitirosol y tirosol. Para la variedad empeltre, la
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concentracion de hidroxitirosol permanecio préacticamente constante en los estados de
madurez RI1 y RI2, mientras que para el estado RI3 se produjo un significativo
descenso; por su parte, €l tirosol, no se exhibi6 diferencias significativas entre los tres

grados de madurez analizados.

En el caso de los flavonoles se determinaron la luteolina y la apigenina (Tabla
4.5). La luteolina, no mostré diferencias significativas a medida que avanzé el grado de
madurez de las aceitunas en las variedades arbequina y picual, sin embargo para la
variedad empeltre, si se observd un descenso significativo (p < 0,05) desde el estado de
madurez RI1 al RI2, permaneciendo cas constante hasta el final del estudio. En el caso
de la apigenina, no se observaron diferencias significativas entre los estados de madurez
RI1 y RI3 para la variedad arbequina, y si un descenso significativo a medida que el

aceite procedia de aceitunas més maduras para las variedadespicual y empeltre.
4.1.1.5. Capacidad antioxidante

Debido alos multiples y variados mecanismos y a la gran variedad de compuestos
quimicos implicados en la capacidad antioxidante de una muestra de origen vegetal,
ninguna metodologia analitica es capaz de determinar dicho potencial en su totalidad
(Antolovich et al., 2002; Gonzéalez-Centeno et al., 2012). Por €ello y con el objeto de
proporcionar una vision méas global de la capacidad antioxidante de los diferentes
aceites en funcion del estado de madurez de la aceituna, se utilizaron tres técnicas

analiticas para su evaluacion; en concreto los métodos ABTS, CUPRAC y FRAP.

Los resultados experimentales obtenidos correspondiente a la capacidad
antioxidante mesurada con las diferentesmetodologias de los aceites objeto de estudio se

presentan en la Tabla 4.6.
a) ABTS

Para los aceites obtenidos a partir de las aceitunas de las variedades arbequina y
picual, la capacidad antioxidante medida mediante el método ABTS, present6 su valor
mas elevado para el estado de madurez RI2 con valores medios de 298,15 y 418,01 mM
trolox/kg aceite para las variedades arbequina y picual, respectivamente (Tabla 4.6).
De forma andloga a lo observado con los FT, se produjo un descenso en la capacidad
antioxidante (ABTS) para el aceite elaborado con aceitunas mas maduras, exhibiendo
valores de 228,2 mM de trolox/kg aceite en el caso de lavariedad arbequina (Arb-RI3) y
de 2950 mM trolox/kg aceite para la variedad picual (Pic-RI3). En el caso de la

150



Resultados y discusién

variedad empeltre, no se observaron diferencias significativas entre los estados de
madurez RI1 y RI2. En cambio, al igual que ocurri6 en el caso de los FT, se observé un
ligero descenso en el estado de madurez RI3. En general, el aceite de la variedad
empeltre fue el que presentd, en todo momento, los valores més elevados de la
capacidad antioxidante determinada segin el método ABTS, independientemente del

estado de madurez de las aceitunas.

b) CUPRAC

Los resultados de la capacidad antioxidante de los diferentes aceites determinada
segin el método CUPRAC (Tabla 4.6) siguieron un comportamiento muy similar al
descrito para el método ABTS. Los aceites de las variedades arbequina y picual
presentaron un pico en la capacidad antioxidante para el estado de madurez RI2,
mientras que la variedad empeltre, no present6 diferencias significativas (p < 0,05) en
los dos primeros estados de madurez estudiados (RI1 y RI2), y un ligero descenso en el
aceite procedente de aceitunas maduras (RI3).

Tabla 4.6. Capacidad antioxidante de aceites de oliva elaborados a partir de

aceitunas de las variedades arbequina, picual y empeltre en diferente estado de
madurez.

Grado de madurez

Muestra RI-1 RI-2 RI-3
Arbequina
ABTS 224,81 + 10,15b 298,15 + 10,10a 228,18 + 0,17b
CUPRAC 548,72 + 29,80b 598,53 + 21,76a 564,19 + 9,80b
FRAP 162,41 + 28,69a 176,99 + 18,47a 153,69 + 22,86a
Picual
ABTS 280,73 + 14,13b 419,01 £ 43,89a 295,00 + 0,17b
CUPRAC 788,43 + 66,60b 1254,91 + 109,08a 830,27 + 46,19b
FRAP 241,31 £ 9,34a 369,37 + 33,23b 213,25 + 30,09a
Empeltre
ABTS 504,91 + 10,76a 483,11 £ 42,70a 353,53 + 18,59b
CUPRAC 1593,71 + 33,10a  1551,85 + 83,04a 951,58 + 23,94b
FRAP 341,28 + 29,06b 448,15 + 27,09a 205,55 + 8,70c

Capacidad Antioxidante expresada por

mM trolox/kg aceite.

Para una m isma

variedad, diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) entre grados

de maduracién
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c) FRAP

Los aceites de la variedad arbeguina, no mostraron diferencias significativas (p <
0,05) entre los valores de la capacidad antioxidante determinada mediante el método
FRAP (Tabla 4.6). Sin embargo, las variedades picual y empeltre, presentaron un
aumento significativo (p < 0,05) en los valores de capacidad antioxidante desde el
primer al segundo estado de madurez considerado. A partir del RI2 se observo un
descenso en la capacidad antioxidante de los aceites procedentes de aceitunas maduras
(RI13). Al igual que en el caso del método ABTS y CUPRAC, los aceites procedentes de
la variedad empeltre, fueron los que presentaron mayores valores de capacidad
antioxidante, determinada mediante el método de FRAP, independientemente del estado

de madurez de las aceitunas.
4.1.1.6. Estabilidad oxidativa

La determinacion de la estabilidad oxidativa de los aceites es una determinacion
muy importante, ya que, a pesar de no ser considerado como un parametro de calidad,
proporciona informacion muy valiosa sobre la vida Util del aceite. La estabilidad
oxidativa se evalla mediante el tiempo de induccién (es decir, el periodo de tiempo
hasta que el aceite alcanza el punto critico de oxidacién) que se corresponde con una
degradacion sensorial del aceite como consecuencia de una aceleracion repentina del
proceso oxidativo (Martinez-Nieto et al, 2010). La medida de la estabilidad oxidativa
se realiza por el método de Rancimat, que nos indica la resistencia del producto para
iniciar el proceso de oxidacion, producido mediante reacciones que transcurren por un

mecanismo de radicales libres (Aparicio et al., 1999).

Laresistencia al deterioro oxidativo se atribuye principalmente a dos factores: (a)
la composicion en acidos grasos, que en el caso del aceite de oliva, se caracteriza por
una elevada cantidad de acidos grasos monoinsaturados (Aparicio et al., 1999; Salvador
et al., 1999), y (b) ala mezcla de compuestos de elevada actividad antioxidante que esta
constituida principalmente por tocoferoles y polifenoles, aunque también son
importantes las clorofilas y los carotenos (Bendini et al., 2007; Martinez-Nieto et al,
2010).

A consecuencia de la relacion directa entre la estabilidad oxidativa, el contenido
en compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante, las muestras analizadas en este

estudio presentaron una tendencia o evoluciéon similar a la observada en el caso de los
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FT. En la Figura 4.2, se muestra la evolucion de la estabilidad oxidativa de los
diferentes aceites procedentes de distintas variedades y en funcion del estado de

madurez de éstas.

La variedad arbequina, tal y como era de esperar, segin su contenido en FT y su
capacidad antioxidante, fue la variedad que presentdé menor estabilidad oxidativa en
comparacion con las variedades picual y empeltre, independientemente del grado de
madurez considerado (Figura 4.2). Al igual que en el caso de los FT, el aceite
procedente de aceitunas semimaduras (RI2) fue el que presentd el valor més elevado de
estabilidad oxidativa situandose en torno alas 70 h (Figura 4.2), disminuyendo hasta
las 60 h en el estado de madurez més avanzado (RI3). La variedad picual, exhibié una
tendencia similar a la variedad arbequina, observandose un aumento desde 125,5 h en el
estado de madurez RI1 hasta las 141,8 h para el estado de madurez RI2. A partir del

cual no presentd cambios significativos (p < 0,05) cuando aumento el grado de madurez

(RI3).
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Figura 4.2. Estabilidad oxidativa de aceites de oliva elaborados a
partir de aceitunas de las variedades arbequina, picual y empeltre en
diferente estado de madurez
Para cada variedad de aceituna las letras indican diferencias significativas
(p<0,05) entre los aceites correspondientes a los diferentes grados de

maduracion.

Resultados similares fueron publicados por Baccouri et al., (2008) y Y oussef et
al., (2009) a estudiar el efecto de la maduracion sobre la calidad del aceite de la

variedad chétoui, observando un pico en la estabilidad oxidativa cuando el aceite
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provenia de aceitunas cuyo grado de madurez estaba comprendido entre las 3 y las 4

unidades.

La variedad empeltre, no mostré diferencias significativas (p < 0,05) entre los
estados de maduracion RI1 y RI2, con valores de 77,9 hy 76,8 h, respectivamente. Sin
embargo si se apreci6 un ligero descenso para el estado RI3 con un valor de 62,8 h.
Otros autores han observado esta tendencia en la estabilidad oxidativa en funcion del
grado de madurez en aceites de las variedades lechin y blanqueta, para las cuales, la
estabilidad permanecié constante hasta la etapa en envero (mitad verde-mitad morada) y
a partir de ésta, la estabilidad oxidativa de los aceites procedentes de aceitunas mas

maduras fue disminuyendo (Garcia et al., 1996).
4.1.1.7. Andlisis sensorial

El panel de cata elaboré un analisis descriptivo para cada uno de los aceites
elaborados, detallando no solo la intensidad de los diferentes atributos positivos, sino

también los posibles defectos sensoriales.

La puntuacion media del andlisis organoléptico, referente a los atributos positivos,
fue elaborado siguiendo el Reglamento (CEE) 640/2008. Los valores de dichos andlisis
se reflgjan en las Figuras 4.3, 44 y 45 para las variedades arbequina, picual y

empeltre, respectivamente.

Los graficos revelaron que los aceites extraidos de aceitunas recolectadas en el
estado de maduracion RI1, son los que presentan, en general, niveles mas elevados de
los atributos frutado, verde hoja, amargo y picante. Ademas, estos atributos son, a su
vez, los que presentan una mayor variabilidad en cuanto a su intensidad en funcién del

estado de madurez de las aceitunas.

a) Variedad arbequina

Para la variedad arbequina (Figura 4.3), destacO por el atributo frutado con el
valor més elevado del conjunto de todos los atributos positivos. Sole et al., (1997),
afirman que el frutado es el atributo que més influye en la puntuacion final de las
muestras. No se observaron diferencias significativas en la intensidad del frutado a
medida que avanz6 el grado de maduracién de los frutos, obteniendo valores de
intensidad de 58 + 0,3 para el grado de madurez RI1, 4,8 £ 0,4 para el estado de

madurez RI12y 54 + 0,1 para el estado de RI3. En otros trabajos se ha demostrado como
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este atributo perdia intensidad a medida que aumentaba el grado de madurez de las
aceitunas de variedades como Nostrana di Brisighella (Rotondi et al., 2004) o

arbequina (Benito et al., 2013).

El atributo verde hoja presenté una tendencia similar y no se observaron
diferencias entre los diferentes estados de maduracion del fruto. Los valores oscilaron

entre 3,9 + 0,4 para el estado de madurez RI1 y 3,3 + 0,3 para el estado de madurez RI 3.
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Figura 4.3. Evolucion de los atributos positivos de los aceites
elaborados a partir de aceitunas de la variedad arbequina de
diferentes grado de madurez.

*Alcachofa, almendra, nueces, tomatera e hinojo.

La variedad arbequina presentd una disminucion en la intensidad del atributo
amargo a medida que avanzé el estado de madurez de la aceituna, con valores de 4,9 +
0,3 para el aceite procedente de aceituna verdes (RI1), de 4,1 + 0,1 para aceitunas en
envero (RI2) y de 3,3 + 0,3 para aceitunas maduras (RI3). Esta misma tendencia ha sido
observada por otros autores en el estudio de la evolucion de los atributos sensoriales de
aceites elaborados a partir de la variedad Italiana Nostrana di Brisighella, en funcién de
su estado del madurez (Rotondi et al., 2004). Hermoso et al., (1991) y Beltran et al.,
(2007), observaron como los atributos positivos de los aceites se ven fuertemente
influenciados por el estado de maduracion del fruto, obteniéndose aceites menos
amargos 6 mas dulces cuando éstos proceden de frutos mas maduros, disminuyendo los

valores medios del atributo amargo durante el proceso de maduracién.
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El atributo picante presenté una tendencia similar con valores de 55 + 0,2; 4,9 +

0,2y 4,4 + 0,1 para las muestras Arb1-RI1, Arbl-RI2 y Arbl-RI3, respectivamente.

Varios autores han relacionado los atributos amargo y picante con la presencia de
compuestos fendlicos. Estas sensaciones pueden persistir en boca largos periodos de
tiempo después de la degustacion, mostrando un claro efecto varietal en términos de

intensidad y persistencia (Servilli et al., 2002; Bendini et al., 2009; Benito et al., 2013).

El atributo dulce siguié una evolucion inversa a los atributosfrutado, amargo y
picante. A medida que disminuyé la intensidad de estos atributos, aumenté la sensacion
de dulzor en el aceite de oliva (Figura 4.3). Para la variedad arbequina, el atributo
dulce aumento desde 3,8 + 0,4 para el estado de maduracion RI2, hasta 4,6 + 0,2 para el

estado de maduracion RI 3.

En el caso del atributo astringencia, a diferencia del atributo dulce, se observd un
ligero descenso en su intensidad a medida que el aceite fue elaborado a partir de
aceitunas mas maduras. La intensidad de este atributo varié desde 2,9 + 0,4 para el
aceite Arb-RI1 hasta 1,8 £ 0,2 para € aceite Arb-RI3.

Ademas de los atributos descritos en el Reglamento CEE 640/2008, la variedad
arbequina, manifesté otros atributos que recordaban a la alcachofa, la aimendra, las
nueces, latomatera o el hinojo. En este caso, no se observaron diferencias significativas

con el aument6 del grado de madurez de las aceitunas.

Finalmente, cabe destacar que en ninguno de los aceites analizados de la variedad
arbequina se detect6 defecto organoléptico alguno, haciendo posible, siguiendo este

criterio, la clasificacion del aceite como aceite de olivavirgen extra (CEE 2568/91).

b) Variedad picual

La evolucion del andlisis sensorial de los diferentes aceites procedentes de
aceitunas de la variedad picual en distintos estados de madurez se exponen en la Figura
4.4.

El atributo positivo predominante, a igual que para la variedad arbequina, fue el
frutado con intensidades medias proximas a 6,8, sin apreciarse diferencias significativas

entre los aceites correspondientes a los diferentes estados de madurez de las aceitunas.

Otros atributos relevantes de los aceites de la variedad picual, fueron el amargo y

el picante. El atributo amargo manifestd una tendencia similar al comportamiento de los
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FT en funcion del estado de madurez de las aceitunas; observandose un incremento en
su intensidad desde el aceite extraido a partir de aceitunas verdes (Picl-RI1) hasta los
elaborados ap artir de aceitunas més maduras (Picl-RI2 y Picl-RI3), las cuales no
mostraron diferencias significativas entre ellos. El atributo picante, tal y como puede
apreciarse en la Figura 4.4, no reflglé diferencias significativas entre las intensidades de
los aceites en avanzado grado de madurez RI1 y RI2, y si una discreta disminucion en

los obtenidos con aceitunas maduras (RI3).
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: ) e Pic1_RI1
Dulce” Picante === Picl _RI2
Picl RI3

Figura 4.4. Evolucién de los atributos positivos de aceites de la
variedad picual elaborados a partir de aceitunas de diferente grado de
madurez.
*alcachofa, tomatera, almendra, almendra verde, nuecesy menta.
El atributo positivo dulce, a igual que en el caso de la variedad arbequina, mostro
una tendencia inversa a la del atributo amargo, siendo el aceite con el contenido de FT

mas elevado Picl-RI2, el que presenté una menor intensidad de dicho atributo.

Para los atributos verde hoja, astringente y otros atributos, no se observaron

diferencias significativas a medida que avanzo el estado de madurez de las aceitunas.

Finalmente, e igual que en el caso de la variedad arbequina, tampoco se
detectaron defectos organolépticos en ninguno de los aceites estudiados, pudiéndose

clasificar todos los aceites de la variedad picual dentro de la categoria virgen extra.
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c) Variedad empeltre

La evolucion del analisis sensorial de los aceites elaborados a partir de las
aceitunas de la variedad empeltre, en funcion del estado de madurez de los frutos, se

expone en laFigura 4.5.

Frutado

Olros
atributos*/

7 Amargo

== EmMpl RI1
Dulce Picanlc s EMp1._RI2

Empl RI3

Figura 4.5. Evolucién de los atributos positivos de aceites de la
variedad empeltre elaborados a partir de aceitunas de diferente
grado de madurez.
* alcachofa, tomatera, almendra verde, nuecesy verdura.

En general, uno de los atributos predominantes fue el correspondiente al frutado
de oliva, con valores medios de intensidad alrededor de 6,7 para los estados de madurez
RI1 y RI2, el cual disminuyé considerablemente su intensidad para el aceite elaborado

con aceitunas maduras (RI3).

En atributo amargo, presenté su méaximo valor en el estado de maduracion RI2 en
concordancia con su valor maximo de FT que present0 esta variedad para este estado de
maduracién. La misma tendencia se observO para el picante, aunque con una intensidad

menor.

Al igual que en las demas variedades de aceite de oliva estudiadas, el atributo
dulce se exhibid una tendencia inversa a los atributos amargo y picante, presentando,
para la variedad empeltre, una intensidad de 5,1 + 0,4 en el aceite elaborado a partir de

aceitunas maduras (Empl-Ri3).
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En general, los atributos positivos, ad iferencia del amargo y picante, no

presentaron diferencias significativas entre los estados de madurez RI1 y RI2.

En este caso, e igua que para las variedades arbequina y picual, tampoco se

detecté ningun defecto en los aceites elaborados con aceitunas de la variedad empeltre.

En consecuencia, evaluando de forma conjunta el andlisis sensorial y el andlisis
fisico-quimico, los aceites estudiados se clasificaron dentro de la méxima categoria de
aceite de oliva virgen extra, de acuerdo con e Reglamento (CEE) 2568/91 y sus

modificaciones.

4.1.1.8. Andlisis estadistico multivariable

Con la finalidad de observar de forma conjunta el efecto de las variables
analizadas para la diferenciacion de los aceites elaborados con las variedades arbequina,
picual y empeltre, se llevdé acab o un andlisis estadistico multivariable (andlisis de
componentes principales, ACP). La seleccion de las variables para dicho andlisis se
fundamento6 bésicamente en las variables més utilizadas segun literatura cientifica como
atributos con mayor capacidad discriminante (Rotondi et al., 2004; Yousfi et al., 2007;
Bengana et al., 2013).

De este modo, se consideraron 17 de las variables inicialmente analizadas para la
aplicacion del ACP. Concretamente, el GA, el IP, los coeficientes de extincion K,,, y
K.., la relacion de &cidos grasos mono- y poli-insaturados (MUFA/PUFA), la
estabilidad oxidativa, los FT, los valores de capacidad antioxidante determinados
mediante el método de ABTS, las coordenadas de color L*, a, b*, el parametro croma
(C*), asi como los atributos sensoriales de frutado, amargo, picante, dulce y
astringente. Estas mismas variables, a excepcion de los atributos dulce y astringente y
las coordenadas de color, fueron utilizadas en el trabajo de Rotondi et al., (2004) para
caracterizar el aceite de oliva procedente de la variedad italiana Nostraha di Briseghella

elaborado a partir de aceitunas en diferentes grados de madurez.

Los tres primeros componentes principales, resultantes de la aplicacion del ACP
sobre los aceites de oliva procedentes de las aceitunas de las variedades arbequina,
picual y empeltre explicaron el 78,47% de la varianza total de la base de datos. En la
Figura 4.6 se exponen las variables elegidas para el estudio en funcion del primer
(CP1) y del segundo (CP2) componente principal. Mediante el CP1, correlacionado

positivamente con el atributo positivo de dulce y de forma negativa con los FT, los

159



Resultados y discusién

atributosfrutado, picante y astringente y la coordenada de color &, pudo explicarse un
45,83% de lavariabilidad total. Por su parte el CP2, representando un 19,83% de dicha
variabilidad, qued6é definido positivamente por el GA y por el pardmetro K,,, y
negativamente por la estabilidad oxidativa y el ratio MUFA/PUFA. Adicionalmente,
gracias al tercer componente principal (CP3) se recogié otro 12,77% de la variabilidad
total de la base de datos de los aceites de oliva objeto de estudio, presentando una
correlacion positiva con las variables de IP, L*, b* y C* y una correlacién negativa con
las variables de capacidad antioxidante (ABTS) y los FT (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. ACP de los diferentes aceites de oliva. Contribucion de la
variables seleccionadas a los tres primeros componentes principales.

CP1 CpP2 CP3
GA 0,169 0,368 -0,228

PV 0,097 0,104 0,175
232 0,122 0,345 -0,075
270 0,187 0,330 -0,220
MUFA/PUFA -0,163 -0,405 -0,168
Estabilidad oxidativa  -0,180 -0,356 -0,313
TP  -0,216 0,192 -0,433
ABTS  -0,142 0,331 -0,425
Frutado -0,310 -0,117 -0,143
Amargo -0,277 0,162 -0,133
Picante -0,327 0,005 0,055

Dulce 0,268 0,011 0,148
Astringente -0,343 -0,016 -0,094
L* -0,253 0,195 0,263
ar 0,257 -0,208 -0,327

b* -0,306 0,184 0,245

c* -0,306 0,184 0,247

CP:  Componente Principal
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Figura 4.7. Representacion de las muestras de aceite procedente de las
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Los aceites de oliva de las tres variedades en estudio también se han representado
como funcién del primer (CP1) y segundo (CP2) componente principal en la Figura
4.7. La distribuciéon de los mismos en este plano pone de manifiesto su tendencia a
distribuirse en tres grupos bien diferenciados. Asi, los aceites procedentes de la variedad
picual se separaron claramente del resto a quedar localizados en el tercer cuadrante. A
su vez, puede apreciarse que dentro de la misma variedad, se separaron los aceites
procedentes de aceitunas en un estado de madurez elevado (Picl-RI3) de los otros
aceites elaborados con aceitunas de grado de madurez inferior (RI1 y RI2), entre los

cuales no se apreciaron diferencias.

La posicion de las muestras Pic-RI3 respecto al ge CP2 se justifica en base a la
alta estabilidad oxidativa y la elevada relacion MUFA/PUFA y a los bajos registros del
GA y de los pardmetros K,,, y K,,,. Respecto a los aceites Picl-RI1 y Pic-RI2, se
caracterizan, segun el CP1 como aceites en los cuales predominan los atributos frutado

y astringente.

Por su parte, el aceite procedente de la variedad arbequina constituy6é un segundo
grupo, en el cual el aceite procedente de aceitunas maduras (Arbl-RI3) se situé en el
cuarto cuadrante, mientras que los aceites Arbl-RI2 y Arbl-RI2 se situaron
mayoritariamente sobre el ge positivo del CP2. Observandose, a igual que en el caso
de la variedad picual, que no existié una diferenciacion clara entre los dos primeros
estados de maduracion (RI1 y RI2) y si con el aceite elaborado apartir de frutos mas
maduros (RI3).

Finalmente, la variedad empeltre, mostré una gran separacion entre el aceite
procedente del tercer grado de madurez (Empl-RI3) situandose en el primer cuadrante y
los aceites elaborados ap artir de aceitunas més verdes Empl-RI1 y Empl-RI2,
situandose, ambas en el segundo cuadrante. Comparando la posicién en la cual se
situaron los aceites Empl-RI1 y Empl-RI2 con el gréafico de las variables analizadas
(Figura 4.6) se aprecié que estos aceites se caracterizaron por una elevada capacidad
antioxidante (ABTS), altos valores de L*, b* y C*, asi como un elevado valor para el
atributo amargo, en cambio, fueron los aceites que presentaron un menor valor de la

coordenada de color a*.

Las representaciones de los aceites de oliva en funcion del primer (CP1) y tercer

(CP3) componente principal se muestran en las Figuras 4.8 y 4.9.
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Estas representaciones mostraron un patron de distribucion ligeramente diferente
al expuesto en larepresentacion CP1 vs. CP2. En esta representacion se reflejo una clara
diferenciacion entre los tres estados de madurez estudiados para las variedades
arbequina y picual. Por el contrario, para la variedad empeltre no se observaron
diferencias entre los estados de madurez RI1 y RI2 y si en el caso del grado de madurez

RI3, en el cual el aceite resultante se caracterizo por el atributo dulce.

Mediante la herramienta del andlisis estadistico multivariable (andlisis de
componentes principales, ACP), la caracterizacion en términos de calidad y de la
composicion del aceite de oliva, se ha podido corroborar que tanto las propiedades
fisico-quimicas como las caracteristicas sensoriales del aceite de oliva estan fuertemente
relacionadas no solo con la variedad de la aceituna de origen, sind también con el grado

de madurez de las mismas.

En general, podemos afirmar, de acuerdo con los resultados obtenidos, que el
grado 6ptimo de madurez de la aceituna de las variedades arbequina, picual y empeltre
que permitiria maximizar tanto las propiedades fisico-quimicas como las caracteristicas
organolépticas de los aceites obtenidos, se corresponde con un grado de madurez
representado en el grupo 3 (RI2) segun la escala descrita por Uceda y Frias et al.,
(1975).

4.1.2. Influencia de los factores agroclimaticos y del estado de madurez de

las aceitunas sobre la calidad del aceite de oliva

El objetivo propuesto en esta linea de trabajo se basdé en evaluar la influencia de
los efectos agrocliméticos del olivar (suelo, climay paisaje) y del grado de madurez de
las aceitunas (verde, en envero y maduro) sobre las caracteristicas fisico-quimicas del
aceite de oliva. Para ello, se utilizaron aceitunas de la variedad arbeguina recogidas en

diferentes puntos geogréficos de la Isla de Mallorca.

El término "olivar-muestra’ quedd definido por las caracteristicas fisico-quimicas
del aceite de oliva y del suelo, conjuntamente con los datos climéticos y de paisgje

geolocalizados, para cada olivar en estudio.
4.1.2.1. Parametros agrocliméticos
Para la eleccion de los datos climaticos, se considerd el periodo comprendido

entre 2008-2012, calculdndose el valor medio de los cinco afos para los datos de
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pluviometria, mientras que para los datos de temperatura, humedad, radiacion solar y
viento, se tomaron los valores medios del afio 2012 (afio correspondiente a la cosecha
de las aceitunas). Cabe destacar que tan solo en el caso de la pluviometria se observaron
diferencias significativas entre los valores medios anuales de los cinco afos, (p > 0.05).
Se han considerado valores medios anuales (afio natural), a coincidir con el periodo
comprendido entre dos cosechas de aceitunas, y por tanto, de esta forma se tendra en
cuenta todo el ciclo productivo del olivo. Los valores utilizados para definir los
parametros agroclimaticos de cada olivar-muestra se recogen en la Tabla 4.8

Tabla 4.8. Caracterizacion agroclimética (suelo, climay paisaje) de los puntos geograficos de
lalsla de Mallorca, origen de las aceitunas recogidas.

Olivar 1 Olivar 2 Olivar 3
Suelo
Arenas (%) 47,00 + 1,00a 18,00 + 2,00c 36,00 + 1,00b
Limos (%) 30,00 + 1,00b 48,00 + 1,00a 34,00 + 1,00b
Arcillas (%) 23,00 + 2,00b 34,00 + 2,00a 30,00 + 1,00ab
Mat. Organica (%) 1,73 + 0,05c 1,96 + 0,03b 2,44 + 0,01a
Carbonatos (%) 70,16 + 0,23a 47,81 + 0,57b 50,82 + 1,48b
Calcaria Activa (%) 11,28 + 0,21a 12,45 + 0,34a 11,71 + 0,08a
pH 8,48 + 149 8,61 + 0,02a 8,23 + 0,01a
Conductividad (dS/m) 0,16 + 0,01ab 0,13 + 0,01b 0,19 + 0,01a
N total (%) 0,10 + 0,01b 0,16 + 0,01a 0,17 + 0,01a
C/N ratio 10,03 + 0,61a 7,11 + 0,13b 8,33 + 0,02ab
P asimilable (ppm) 13,65 + 0,84b 16,52 + 1,21b 120,57 + 0,24a
K intercambiable (ppm) 188,00 + 2,00c 302,00 + 7,50b 474,00 + 10,50a
Clima

Precipitacion anual (mm) 486,42 + 46,40b 774,73 £ 52,51a 485,31 + 60,80b

Temperatura media (°C) 17,17 + 6,76a 16,28 + 6,42a 16,80 + 6,90a

Humedad media (%) 74,94 + 7,35a 74,19 + 6,52a 73,03 + 9,19

Radiacion media (MJ/m?) 16,34 + 7,01a 16,31 + 7,33a 16,51 + 7,30a

Viento (m/s) 0,82 + 0,12a 1,29 = 0,21a 103 + 0,14a
Paisaje

Elevacion (m) 201 132 130

Para cada variable, las letras diferentes indican diferencias significativas entre olivares (p < 0,05)
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El suelo en cada uno de los olivaressmuestra presentd una textura caracteristica.
Por su parte, en e primer olivar-muestral (Algaida), la arena fue el principa
componente seguido de los limos y la arcilla, mientras que el segundo olivar-muestra2
(Campanet) present6 una composicion totalmente diferente, en el cual el componente
principal fueron los limos seguido de las arcillas y, en menor proporcion, la arena. En el
caso del tercer y ultimo olivar-muestra3 estudiado (Cas Concos), la diferencia entre los
tres componentes no fue tan dispar, aun asi predominé la arcilla con un 36%, seguido de

los limos y la arena con un 34 y un 30%, respectivamente.

En funcion del contenido de carbonatos del suelo, los olivares-muestra estudiados
se clasificaron en dos grupos bien diferenciados (p < 0,05), por una parte los olivares 2
(Campanet) y 3 (Cas Concos) los cuales presentaron valores del 47,81 % y 50,82%,
respectivamente, y por otra parte el olivar 1 (Algaida) que present6 valores cercanos al
70%. El suelo con menor contenido en materia organica fue el correspondiente al olivar
1, seguido del olivar 2 y por ultimo, €l olivar 3, siendo éste el que present6 un contenido
de materia organica mas elevado. Con respecto ala composicién mineral, el contenido
en fosforo fue muy superior en los suelos del olivar 3, con respecto a los otros dos
olivares, concretamente alrededor de 100 ppm superior. En cuanto a potasio, se
observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre olivares, siendo el olivar-muestra3

el olivar méas rico en este mineral, seguido del olivar 2y el olivar 1.

Con respecto al as condiciones metroroldgicas (Tabla 4.8) solo la precipitacion
media anual, presentd diferencias significativas (p < 0,05) entre los diferentes olivares.
El olivar situado mas a norte de Mallorca (olivar 2) presenté el valor mas ato de
pluviometria, mientras que para los olivares 1 y 3 no se observaron diferencias en el

nivel de precipitacion, situandose alrededor de los 486 mm de pluviometria anual.

Por su parte, la elevacion del terreno sobre el nivel del mar, como descriptor del
paisaje de los olivares, también present6 diferencias significativas entre los olivares (p <
0,05). Estos resultados ponen de manifiesto que la gran variedad de variables
agroclimaticas, pueden resultar Gtiles para el estudio y andlisis de las diferencias

existentes entre olivares de una misma region oleicola.
4.1.2.2. Parametros de calidad del aceite de oliva obtenido

Tal y como se ha comentado anteriormente, los parametros que definen la calidad

del aceite de oliva, y entre ellos, los mas representativos y estudiados son el GA, el IPy
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los coeficientes K ,,, y K,,,. Dichos pardmetros no estan directamente relacionados con
lavariedad de la aceituna con la cual se elabora el aceite de oliva, ni con su procedencia
geografica, sino méas bien con el estado en el que se encuentra la aceituna y con el

proceso de extraccion del aceite de oliva.

En la Tabla 4.9. se detallan los valores de los diferentes pardmetros de calidad
analizados en los aceites de oliva, en funcion del grado de madurez de las aceitunas y de

su procedencia geogréfica.
a) Grado de acidez (GA)

Como se desprende de la Tabla 4.9, independientemente del grado de madurez de
la aceituna 'y de la zona de recoleccién, todos los aceites analizados presentaron valores
de GA muy por debajo del limite establecido (0,8% &cido oleico) para la categoria
virgen extra Reglamento CEE 2568/91).

Tabla 4.9. Pardmetros de calidad de los aceites de la variedad arbequina en
funcion del grado de madurez de la aceituna'y de su procedencia geogréfica.

Par ametros de calidad
GA IP K232 *270

Olivar 1
Arbl-RI1 0,18 + 0,01b** 10,28 + 0,41a* 160

I+

0,27a* 0,15 = 0,01b*
Arbl-RI2Z 0,25 + 0,01la"” 3,39 + 0,28b" 146

I+

0,02a* 0,11 = 0,01b"

+
4+

Arbl-RI3 0,23 + 0,01a° 3,77 = 0,10b" 185 + 0,13a" 0,24 + 0,01&"
Olivar 2

Arb2-RI1 0,21 + 0,01¢c* 9,65 + 0,41a* 2,21 + 0,02b* 0,13 + 0,00a"

Arb2-RI2 0,31 + 0,02b* 8,87 + 0,15a* 162 + 0,05c* 0,08 £ 0,03

4+

Arb2-RI3 0,41 + 0,04a* 3,83 + 0,07b" 2,43 + 0,04a* 0,14 + 0,03a"
Olivar 3
Arb3-RI1 0,16 + 0,01b* 3,84 + 0,11c” 2,02 + 0,08a* 0,14 *+ 0,03a"

+

Arb3-RI2 0,23 + 0,03ab® 7,32 + 0,43b° 181 * 0,11ab* 0,07 + 0,00b"

4+

Arb3-RI3 0,30 + 0,01a" 8,85 = 0,03a® 154 + 0,05b" 0,20 + 0,01a"”

GA en % é&cido oleico; IP en meq.O/kg aceite. Las letras a-c indican diferencias significativas
(p < 005 entre grados de madurez, mientras que las letras X-Z indican diferencias entre
olivares (para un mismo grado de madurez).

En general, se observd un incremento significativo (p < 0,05) en el GA a medida
gue aumentd la madurez de las aceitunas, independientemente del olivar estudiado.

Resultados similares han sido descritos por Salvador et al., (2001), Yousfi et al., (2006)
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y Youssef et al., (2010). Dicho aumento en el GA parece ser la consecuencia de la
actividad enddgena de ciertas lipasas que provocan dafios en los tejidos de las aceitunas
(Baccouri et al., 2008). Tomando en consideracion los aceites procedentes de diferentes
regiones de la isla de Mallorca, se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en los
valores del GA entre los diferentes olivares-muestra, siendo el olivar 2 el que presentd,
en conjunto, los valores més elevados de GA. Estos resultados estan en consonancia con
las observaciones realizadas por Issaoui et al., (2010) en el cual se observaron
diferencias significativas entre los valores de GA de aceites de las variedades chenlali y
chétoui procedentes del sur y del norte de Tunez, o el trabajo de Youssef et al., (2011),
en el cual también detectaron variaciones en el GA de la variedad ouedati recolectada

en diferentes zonas geogréficas de Tunez.
b) Indice de peroxidos (1P)

Segun los valores obtenidos para el IP de los distintos aceites de oliva objeto de
estudio (Tabla 4.9), todos los aceites estudiados, independientemente del grado de
madurez del las aceitunas y de su procedencia geogréfica, presentaron valores de IP

muy por debajo del limite legislado para esta categoria (20 meg. O,/kg aceite).

Al estudiar la evolucion de este parametro en funcion del estado de madurez de
las aceitunas, se apreciaron diferentes tendencias en funcién del olivar. Por una parte, se
observé un descenso significativo en los valores de |IP a medida que avanzaba el grado
de madurez de las aceitunas en el caso de los olivares 1 y 2, con variaciones de 10,3
meqg. O,/kg aceite para la muestra Arbl-RI1, hasta los 3,7 meq. O,/kg aceite para la
muestra Arb1-RI3, o de 9,6 meg. O,/kg aceite para la muestra Arb2-RI1 a 3,8 meq.
O./kg aceite para la muestra Arb2-RI3. Por otro parte, se detecté6 un aumento del IP en
el caso del aceite procedente del olivar 3 a medida que los aceites provenian de
aceitunas mas maduras, con valores de IP de 3,8 meq. O2/kg aceite para aceites
procedentes de aceitunas verdes (Arb3-RI1) hasta 8,8 meq. O2/kg aceite para aceites
mas maduros (Arb3-RI3). Dichas variaciones en la evolucién del IP, conlleva la
deteccion de diferencias significativas entre los distintos olivares-muestra estudiados
para un mismo estado de madurez. En este contexto, otros autores también observaron
diferencias en los valores de IP a comparar aceites procedentes de diferentes zonas

geogréficas (Issaoui et al., 2010; Youssef et al., 2011).
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c) Coeficiente de extincion especifico K.,

Al igual que en el caso del GA y del IP, como se expone en la Tabla 4.9, todos
los aceites estudiados presentaron valores para el coeficiente K., inferiores a limite

legislado (< 2,5) parala categoria virgen extra (Reglamento CEE 2568/91).

La evolucion del coeficiente K,,, en funcion del grado de madurez también
presentd diferentes tendencias en funcion del olivar-muestra estudiado. Por una parte,
los aceites procedentes del olivar 1 (Algaida), no presentaron diferencias significativas
(p > 0,05) entre los distintos grados de madurez estudiados, en cambio para el olivar 2
(Campanet) mostré un ligero aumento desde el valor obtenido para el aceite procedente
de aceitunas verdes (Arb2-Ri1) hasta el valor correspondiente al aceite procedente de
aceitunas méas maduras (Arb2-RI3). Por ultimo, para el olivar 3 (Cas Concos) mostro un
ligero descenso en los valores de K,,, a medida que avanzé el grado de maduracion de

las aceitunas.
d) Coeficiente de extincion especifico K ,,,

Tomando en consideraciéon el limite legislado para el pardmetro K,,, para la
categoria de aceite de oliva virgen extra, se observa como todos los valores
determinados para los aceites objeto de estudio (Tabla 4.9), independientemente de su
grado de madurez y de su procedencia geogréfica, pueden clasificarse dentro de esta

categoria.

En cuanto a la influencia del grado de madurez de la aceituna, se observé un
aumento significativo (p < 0,05) de los valores del pardmetro k270 en los aceites
procedentes del olivar 1 a medida que avanz6 el grado de madurez del fruto. Estos
valores estén en consonancia con el trabajo de Garcia et al., (1996) en el cua se observo
un incremento del valor de k270 a medida que aumentaba e grado de madurez de las
aceitunas de la variedad arbequina en la zona del bajo Aragén. Por el contrario, no se
observaron diferencias significativas en los valores de k270 a medida que avanzaba la
madurez de las aceitunas en los olivares 2 y 3, con valores medios de 0,14 para el caso
del olivar 2 y de 0,17 para €l olivar 3. Rotondi et al., (2004) observé valores similares,
al detectar diferencias significativas entre aceites procedentes de aceitunas verdes y

maduras correspondientes a la variedad Nostrana de Brisighella.
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Teniendo en cuenta los distintos olivares estudiados, para un mismo grado de
madurez, no se observaron diferencias entre los valores de K ,,, en los distintos olivares

estudiados.
4.1.2.3. Perfil de acidos grasos

A diferencia de los parametros de calidad anteriormente analizados, el perfil de
acidos graso esta directamente relacionado con la variedad de aceituna utilizada para
elaborar el aceite de oliva, y también con su grado de madurez (Aparicio et al., 2002;

Rotondi et al., 2004) y su procedencia geografica (Issaoui et al., 2010).

La evolucién del perfil de &cidos grasos en funcion del grado de madurez y de la

procedencia geografica se muestran en la Tabla 4.10.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de &acido oleico a
medida que avanzd el grado de madurez de las aceitunas. Sin embargo, teniendo en
cuenta el efecto geogréfico, si se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre
los diferentes olivares. El olivar 1(Algaida) fue el que proporciond aceites con un
porcentaje mayor de &cido oleico (66,5-68,8 %), seguido del olivar 2 (Campanet) con
porcentajes del 64,4 hasta el 66,6 % vy, por ultimo, el olivar 3 (Cas Concos) con
porcentajes desde el 59,7 hasta el 63,2 %. Otro de los acidos grasos importantes en el
aceite de oliva es el &cido palmitico. En el caso del olivar 1, se observo una ligera
disminucion del porcentaje de este &cido a medida que avanzaba el grado de madurez de
la aceituna, tomando valores de 16,60 % para el aceite elaborado con aceitunas verdes
(Arb1-RI1) hasta el 14,24 % para €l aceite procedente de aceitunas més maduras (Arbl-
RI1). Una tendencia similar se presencio para el olivar 3 en el cual dicho descenso fue
del 17,52 % para el aceite procedente de aceitunas verdes (Arb2-RI1) hasta el 15,10 %
para el aceite elaborado con aceitunas mas maduras (Arb3-RI3). Gutierrez et al., (1999)
explico este fendmeno como consecuencia de la dilucién del acido palmitico dentro de
la aceituna am edida que ésta va madurando. Para el olivar 2, no se observaron
diferencias significativas en la proporcion de &cido palmitico, presentando valores
medios del 15,7%. En cuanto al acido palmitoleico, si se observaron cambios
significativos en los olivar 1 y 2, en funcion del grado de madurez de la aceituna, pero
no en el olivar 3. Por otra parte, el acido linoleico presentd un ligero aumento a medida
que aumentd el grado de madurez del fruto, para el olivar 1 y también para el olivar 2,

manteniéndose constante para el olivar 3.
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Tabla 4.10. Influencia del grado de madurez y de la procedencia geogréfica sobre la composicion de &cidos grasos del aceite de oliva.

Acidos Grasos

C1i16:0 Cile:1 c1i8:0 ci8:1 ci8:2 c18:3 C20:0 MUFA/PUFA

Olivar 1

Arbl-RI1 16,60 £ 0,01b* 1,40+ 0.01b° 2,06 *0,00a 67,65+ 0,03a* 10,99 + 0,01b" 0,53 + 0,00a 0,42 + 0,0la 6,02

Arbl-RI2 16,89+ 0,04 161+ 0,00a0 231%0,00a* 66,59+0,12a° 11,16 + 0,02b" 0,57 + 0,00a 0,43 + 0,00&" 5,84

Arb1-RI3 1425+ 9,04c 104+0,03cc 2,02%0,17a° 68,87 + 1,8la 12,60 + 0,33a° 0,48 = 0,03b° 0,40 = 0,06b* 5,37

var 2

Arb2-RI1 1547+ 0350 144+ 0,03 182+ 0042 66,64+ 1,44a" 9,12 + 0,20c 0,57 + 0,0la° 0,39 + 0,01a" 7,06

Arb2-RI2 16,79+ 0,342 2,13+ 0,04ar 174t 0,03a 64,66+ 1,25a 11,25 + 0,22a" 0,60 + 0,01a"" 0,38 + 0,01ab’ 5,66

Arb2-RI3 15,79+ 0,26ar 2,04 £0,03a* 168+ 0,032 6481+ 1,06a 10,31 + 0,17b" 0,52 + 0,01b" 0,36 + 0,01b" 6,20

var 3

Arb3-RI1 1752+ 0,150 1,89+ 0,02a¢ 190%0,02a° 63,18 + 0,53a" 12,62 + 0,11a* 0,71 + 0,0l1a° 0,42 = 0,00a 4,49

Arb3-RI2 16,85+ 0,642 198+ 0,072 182%0,07a 60,65+2,30a° 12,77 + 0,482 0,66 + 0,03a° 0,41 * 0,02ab™ 4,68

Arb3-RI3 15,10 £ 0,00b* 191+ 0,002 155% 0,00b® 59,75+ 0,00a° 12,24 + 0,00a° 0,68 + 0,0la® 0,37 + 0,01b" 4,79

Las letras a-c indican diferencias significativas (p < 0,05) entre aceites elaborados con aceitunas del mismo olivar con diferente grado de
indican diferencias significativas (p < 0,05) entre aceites de diferente procedencia geogréfica, para un mismo grado de madurez.
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Teniendo en cuenta la relacion MUFA/PUFA, se observo un discreto descenso de
este ratio para los aceites procedentes de los olivares 1 y 2, con valores que van del 6,02
paraRI1 hasta el 5,37 para RI3 en el caso del olivar 1, mientras que para |los aceites del
olivar 2, la disminucién fue del 7,06 a 6,20 para los RI1 y RI3, respectivamente. En el
caso del olivar 3, a no observarse diferencias significativas en los &cidos grasos oleico
y linoleico en funcién del grado de madurez, repercuti6 en que la relacion
MUFA/PUFA también se mantuviese constante a medida que avanzaba la maduracién
del fruto.

4.1.2.4. Color

En la Tabla 4.11 se exponen los valores de las diferentes coordenadas de color
L*, @ y b*, asi como los valores de los pardmetros C* y h* correspondientes a los
aceites elaborados a partir de aceitunas de la variedad arbequina de diferentes grados de

madurez y de diferente procedencia geogréfica.

Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre los diferentes aceites
elaborados (Tabla 4.11), independientemente del estado de maduracion del fruto,
confirmando el efecto que egjerce el entorno agroclimatico sobre el color y. por tanto,
sobre el contenido en pigmentos (Minguez-Mosquera et al., 1991; Issaoui et al., 2010;
Daddous et al., 2011).

Tomando en consideracion la coordenada L*, independientemente del olivar
considerado, no se observé una tendencia clara en funcién del grado de madurez de la
aceituna. Por una parte, el olivar 1, present6 una disminucion de dicha coordenada a
medida que aumentd el grado de madurez de las aceitunas, con valores de 92,8 para la
muestra Arb1-RI1 hasta 54,4 para la muestra Arb1-RI3. Sin embargo, para los aceites
elaborados con aceitunas procedentes del olivar 2 se observé un tenue aumento, con
valores que van de 96,1 para el aceite procedente de aceitunas verdes (Arb2-RI1) hasta
100,7 para las muestras mas maduras (Arb2-RI3). No se observaron diferencias
significativas entre los RI1 y RI3 en las muestras de aceite procedentes del olivar 3.
Esta disparidad también se refleja en trabajos de Criado et al., (2007) en el cua se
obtiene un incremento en la luminosidad de aceites procedentes de la variedad
arbequina, a medida que la aceituna va madurando, mientras que Minguez-Mosquera et
al., (1991) observaron una disminucion de dicha coordenada para aceites procedentes de

aceitunas de la variedad lechin.
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Tabla 4.11. Influencia del grado de madurez y de la procedencia geogréafica sobre las coordenadas
de color (espacio CielL*a*b*)
Coordenadas Color CieLab

L* a b* C* h*
Olivar 1
Arbl-RIl 92,82 £ 0,25b*  -9,26 + 0,09b" 79,18 + 1,62a° 79,72 + 1,62a° 96,67 + 0,07b"
Arbl-RI2 93,73 £0,33a" -8,98 + 0,01b" 59,39 + 0,61b* 60,07 + 0,61b" 98,60 + 0,082’
Arbl-RI3 58,43 + 0,80c®  -4,02+0,13a" 27,66+ 0,95/ 27,94+ 0,96c" 98,27 + 0,03a"
Olivar 2
Arb2-RI1 96,23 + 0,46b"  -9,89+ 0,09c® 71,03 + 1,35a" 71,72+ 1,34a" 97,93 + 0,08b
Arb2-RI2 93,18 £ 0,03a" -7,90 + 0,06b* 58,27 + 0,95b* 58,80 £ 0,95b" 97,72 * 0,06b*
Arb2-RI3 100,75 + 0,55c* -6,29 + 0,04a" 29,85+ 0,37b* 30,50 + 0,37c* 101,89 + 0,05a"
Olivar 3
Arb3-RI1 86,82+ 0,94b"  -6,71 £ 0,05b* 46,90 £ 0,992 47,37 + 0,98a" 98,14 + 0,11b"
Arb3-RI2 98,80 + 0,53a” -8,03 +0,08c* 40,51 + 0,60b" 41,29 + 0,60b" 101,21 + 0,05a"
Arb3-RI3 84,02 + 0,31b" -2,59 + 0,07a® 24,42+ 0,30/ 24,55+*0,29c" 96,05 £ 0,22c’

Las letras a-c indican diferencias significativas (p<0,05) entre aceites elaborados con aceitunas del mismo olivar
con diferente grado de madurez, mientras que las letras X-Z indican diferencias significativas entre aceites de
diferente procedencia geogréfica, para un mismo grado de madurez.

En cuanto ala evolucion de la coordenada &, se observg, para los aceites de los
diferentes olivares estudiados, un incremento significativo (p < 0,05) a medida que
aumentd el grado de maduracién de la aceituna. En concreto, para el olivar 1, la
coordenada a* aument6 de -9,25 para el aceite correspondiente al estado de madurez
RI1 a-4,02 para el grado de madurez RI3, mientras que en el olivar 2, dicho aumento
fue de -9,89 (Arb2-RIl) a -6,29 (Arb2-RI3), y para e olivar 3 de -6,71 (Arb3-RI1) a -
2,59 (Arb3-RI3). Estos cambios se vieron reflejados en una disminucion de la tonalidad

verdosa de los diferentes aceites.

Para la coordenada b*, se observé una disminucion significativa (p < 0,05)
generalizada en los aceites procedentes de los distintos olivares, objeto de estudio, a
medida que avanzé el estado de madurez de la aceituna, observandose que los aceites
elaborados a partir de aceitunas mas maduras eran menos amarillentos que los aceites
procedentes de frutos mas verdes. Criado et al., (2007) observé similares resultados al
estudiar las variaciones de color en funcién del grado de madurez de las aceitunas de la

variedad arbequina sobre dicha coordenada de color.
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Otros pardmetros importantes a la hora de estudiar la evolucién del color en el
aceite de oliva son la variacién en la saturacion del color o croma (C*) y latonalidad o
hue (h*). ElI parametro C*, exhibié una disminucién significativa (p < 0,05) en los
aceites procedentes de todos los olivares analizados, a medida que aumentaba el grado
de madurez de las aceitunas. Este hecho se tradujo en una pérdida de intensidad del
color de los aceites con el avance de la maduracion de las aceitunas. En cuanto al
parametro h*, practicamente no se observaron diferencias significativas entre los
diferentes aceites, independientemente de la procedencia geografica y del estado de

maduracion de las aceitunas.

En general, los cambios observados entre grados de madurez y la procedencia
geografica de las aceitunas, indican que estos factores influyen en la composicién de los
pigmentos responsables del color del aceite de oliva (sobretodo carotenos y clorofilas),
tal y como demostraron Issaouri et al., 2010 y Youssef et al., 2011 en sus respectivos

trabajos.

4.1.2.5. Fendlicos totales, capacidad antioxidante y estabilidad

oxidativa

El contenido en compuestos fendlicos, aportan cierto valor afiadido al aceite de
oliva, al estar directamente relacionados con los efectos beneficiosos para la salud, con
las propiedades organolépticas, y también, con el periodo de vida util del aceite
(Bendini et al., 2009).

a) Fendlicos totales

En la Tabla 4.12 se muestra la evolucion del contenido en FT para los diferentes
olivares-muestra objeto de estudio, en funcion del estado de madurez de las aceitunas

para la variedad arbequina.

En general, se observaron diferentes tendencias en funcion del indice de madurez
de la aceituna, independientemente del olivar-muestra considerado. El olivar 1, present6
niveles de FT que alcanzaron su valor mas elevado en los aceites elaborados con
aceitunas del grado de madurez RI2, con un valor de 308 mg acido cafeico/kg aceite. En
cambio, los aceites procedentes de los olivares 2 y 3, no presentaron diferencias
significativas, independientemente del grado de madurez de los frutos, con valores en
torno a los 100 mg é&cido cafeico/kg aceite para el olivar 2 y de unos 140 mg é&cido

cafeico/kg aceite para el olivar 3.
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En definitiva, se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre los aceites

de los distintos olivares-muestra estudiados (Tabla 4.12), siendo el aceite procedente

del olivar 1 (Algaida) el que presento los valores medios de FT mas elevados, seguido

por el aceite del olivar 2 (Cas Concos) y por el del olivar 3 (Campanet).

Tabla 4.12. Influencia del grado de madurez y la procedencia geogréfica de las aceitunas sobre el contenido

Olivar 1
Arbl-RII

Arbl-RI2
Arb1-RI3
Olivar 2
Arb2-RI1
Arb2-RI2
Arb2-RI3
Olivar 3
Arb3-RI1
Arb3-RI2
Arb3-RI3

Las letras a-c indican diferencias significativas (p<0,05) entre aceites elaborados con aceitunas del mismo olivar con diferente
grado de madurezz, mientras que las letras X-Z indican diferencias significativas entre aceites de diferente procedencia

en FT, capacidad antioxidante y estabilidad oxidativa del aceite de oliva.

FT
(mg écido
cafeico/kg aceite)

213,22 + 12,49b"
303,53 * 2,16a"
227,82 + 1,58p°

98,84 + 4,91a’
103,44 + 7,32a’
94,68 + 10,21a’

153,07 + 8,89’
136,96 + 8,95a’
140,54 + 7,02a"

Capacidad antioxidante

ABTS CUPRAC FRAP
(mM trolox/kg (mM trolox/kg (mM trolox/kg
aceite) aceite) aceite)

224,81 + 10,15b"
308,07 + 7,07a"
228,18 + 0,17ab’

173,40 + 6,48ab’
181,90 + 1,45a"
159,39 + 0,73b"

179,13 + 10,07a’
171,73 + 2,64a’
148,44 + 20,04a’

geogréfica, para un mismo grado de madurez.

558,72 + 15,65b
889,27 + 10,61a”
564,19 * 29,80b

215,33 = 2,56b°
286,65 = 13,49a’
211,08 £ 21,50b°

357,12 + 15,84a’
338,97 + 8,592’
321,78 + 11,62a’

162,41 + 6,66a"
228,55 + 15,56a"
153,69 + 22,86a"

137,93 + 15,76a"
138,19 = 12,17a’
95,67 + 4,77b"

146,86 + 20,778’
115,68 = 15,74a’
98,99 + 14,71a’

Est. Oxidativa (h)

55,25 + 1,590"
69,83 + 3,61a"
59,17 + 1,54t

30,01 + 0,70&°
21,69 + 1,36b’
21,16 + 0,35pb°

36,48 + 0,37a’
33,32 £ 0,72b’
30,07 + 0,91c¢’

Estudios basados en la relacion existente entre las condiciones de déficit de agua

(comparacion entre olivares de secano y de regadio) de los cultivos y el grado de

maduracion de las aceitunas sobre la calidad del aceite de oliva, llegaron ala conclusion

de que amedida que aumenta la cantidad de agua aportada al olivar, el contenido en FT

disminuye, de ahi que los olivares de secano consigan aceites con porcentajes mas

elevados en FT que los aceites procedentes de olivares de regadio (Fregapane et al.,

2010). Por tanto, el hecho que el olivar 2 (Campanet) fuera el que presenté una mayor

pluviometria anual, explicaria el menor contenido en FT determinado en las muestras de

aceite de dicha procedencia en comparacion con las muestras procedentes de los

olivares 1 y 3 (Algaiday Cas Concos, respectivamente). Por otra parte, Issaouri et al.

(2010) estudiaron el efecto de la elevacion del terreno sobre el contenido en FT de las
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muestras de aceite, observando que el aceite producido en el sur de Tunez (13 m sobre
el nivel del mar) presentaba una menor concentracion de FT que el mismo aceite
cultivado al norte del pais (222 m). Este estudio est& en concordancia con el hecho que
las muestras de aceite procedentes del olivar 1 (el de més elevacion de los 3 estudiados)

presentara el contenido de FT més elevado.
b) Capacidad antioxidante

Con el objetivo de tener una vision global de la capacidad antioxidante de los
diferentes aceites en funcién del grado de madurez y de los parametros agrocliméticos,
se utilizaron los métodos ABTS, CUPRAC y FRAP para su evaluacion. Los resultados

experimentales para los aceites objeto de estudio se incluyen en la Tabla 4.12.

En el caso del olivar 1, los valores méas elevados de la capacidad antioxidante se

obtuvieron para los aceites procedentes de aceitunas del estado de madurez RI2.

Para el olivar 2, los valores méas elevados determinados mediante los métodos
ABTS y CUPRAC también correspondieron a los aceites obtenidos de aceitunas en el
estado de madurez RI2, sin embargo, con el método de FRAP no se observaron
diferencias significativas (p < 0,05) entre las muestras de aceite Arb2-RI1 y Arb2-RI2 y
un ligero descenso en la capacidad antioxidante del aceite procedente de aceitunas mas
maduras (Arb2-RI3).

Finalmente, para el olivar 3, no se presentd diferencias significativas entre los
valores de la capacidad antioxidante de los aceites determinado mediante los métodos
utilizados, independientemente del grado de maduracion de las aceitunas. Este resultado
esta en consonancia con los resultados del contenido en FT de los aceites procedentes de

dicho olivar.

En general, los aceites procedentes del olivar 1, fueron los que presentaron
mayores valores de capacidad antioxidante en comparacion con los olivares 2 y 3, los

cuales, a su vez, fueron los que presentaron un menor contenido en FT.
c) Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa de las muestras analizadas en este estudio mostraron una
tendencia o evolucion similar a la observada en el caso de los FT y a la capacidad

antioxidante, durante el proceso de maduracion de las aceitunas (Tabla 4.12).
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Los aceites procedentes del olivar 1 presentaron los valores més elevados en la
estabilidad oxidativa coincidiendo con los resultados obtenido en FT y capacidad
antioxidante para las mismas muestras. Tomando en consideracion el grado de madurez
de las aceitunas, €l aceite de este olivar presenté un valor de 55,3 h para el estado de
madurez RI1, llegando a un méximo en el segundo estado de maduracion (RI2) de

69,83 h, y disminuyendo hasta las 59,2 h para el aceite del estado de maduracion (RI3).

En el caso del olivar 2, el aceite procedente de la variedad arbequina para el
estado de madurez RI1 (Arb2-RI1) obtuvo un valor de estabilidad oxidativa de 30 h, el
cual disminuyd hasta aproximadamente las 21-22 h para aceites elaborados en los
estados de madurez RI2 y RI3, sin apreciarse diferencias significativas entre estos dos

aceites.

Por dltimo, en las muestras procedentes del olivar 3, se observé un ligero
descenso aungue no significativo (p > 0,05) a medida que avanzo el estado de madurez
de las aceitunas con valores de 36,5 h para la muestra Arb3-RI1, 33,3 h para la muestra
Arb3-RI2 y 30,1 h para la muestra Arb3-RI3.

En general se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre los distintos
olivares-muestra, indicando la importancia del entorno geogréfico y climético de los

olivares sobre las caracteristicas fisico-quimicas de los aceites de oliva que se obtienen.
4.1.2.6. Andlisis estadistico multivariable

El andlisis de componentes principales (ACP) correspondiente a los olivares-
muestra de la variedad arbequina, consideré todas las variables estudiadas, exceptuando
los acidos grasos de menor peso porcentual (C16:1, C18:0, C18:3 y C20:0), asi como la

relacion entre acidos graso mono- y poli-insaturados (ratio MUFA/PUFA).

Los tres primeros componentes principales resultantes de la aplicacion del ACP
sobre los olivares-muestra, explicaron el 71,07% de la varianza total de la base de datos
considerada. En la Figura 4.10 y Figura 4.11 se representan las variables estudiadas
(pardmetros de calidad y composicion del aceite de oliva, asi como los datos
agronémicos de suelo, climay paisaje) como funcién del primer (CP1) y segundo (CP2)
componente principal. Mediante el CP1, correlacionado positivamente con pardmetros
como la pluviometria, €l viento, el N total, los limos, la calcaria activay las arcillas, y
de forma negativa con la capacidad antioxidante (ABTS, FRAP, CUPRAC), los FT, la

estabilidad oxidativa, la elevacién, los carbonatosy la arena, pudo explicarse un 39,84%
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de la variabilidad total. Por su parte, el CP2, representando un 18,66% de dicha
variabilidad, qued6 definido positivamente por la coordenadas de color b* y por el
parametro croma (C*), asi como por el contenido en acido oleico y e pH, y
negativamente por la conductividad, el fésforo, el potasio, la coordenada de color a*, el
acido linoleico y la materia organica. Adicionalmente, con el tercer componente
principal (CP3) se recogié otro 12,56% de la variabilidad total de la base de datos del
olivar-muestra, presentando una fuerte correlacion positiva con las variables de

radiacion, temperatura media anual y humedad relativa (Tabla 4.13).

Los olivares-muestra objeto de estudio se han representado en funcion del primer
(CP1) y segundo (CP2) componente principal en la Figura 4.10 y 4.11. La distribucion
de los mismos en este plano pone de manifiesto su tendencia adistribuirse en tres
grupos bien diferenciados. Sin embargo dentro de un mismo olivar-muestra no se
observO una clara separacion entre los diferentes grados de madurez de las aceitunas.
Por este motivo, parece ser que los factores agrocliméticos son los que imprimen una

huella més significativa sobre las caracteristicas del aceite de oliva.

El olivar 2 (Campanet) se separ6 claramente del resto a quedar localizado en el
cuadrante |. Dicha posicion respecto a eje CP1 se justifica en base a la elevada
pluviometria, el grado de acidez, e coeficiente k232, asi como por un suelo rico en
limos, calcaria activa y ser una zona ventosa, en comparacion con los otros olivares

objeto de estudio.
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Tabla 4.13. Andisis de componentes principales de los
olivares-muestra. Contribuciéon de las variables a los tres
primeros componentes principales

CP1 CP2 CP3

GA 0,118 0,067 -0,149

IP 0,062 0,060 0,071

K232 0,133 0,089 -0,220

K270 -0,110 -0,074 -0,138

Estabilidad oxidativa -0,260 0,015 0,066
Palmitico C16:0 0,096 -0,060 0,130
Oleico C18:1  -0,092 0,209 -0,169
Linoléico C18:2 0,069 -0,315 0,124
TF  -0,254 -0,015 0,039

ABTS -0,228 0,098 0,068

CUPRAC  -0,247 0,006 0,057

FRAP  -0,212 0,064 0,084

L* 0,117 0,098 0,105

ar 0,010 -0,235 -0,104

b* -0,055 0,226 0,121

C* -0,054 0,227 0,121

h* 0,087 0,031 -0,071

Arenas  -0,233 -0,146 0,125

Linos 0,218 0,217 -0,041

Arcillas 0,254 0,070 0,094

Mat. Orgénica 0,156 -0,297 0,109
Carbonatos  -0,259 0,045 0,055
Calcaria Activa 0,226 0,171 0,086
pH  -0,079 0,157 0,218
Conductividad  -0,049 -0,331 0,225

N total 0,244 -0,112 0,114

CIN ratio  -0,242 -0,055 0,146

P asimilable 0,084 -0,354 0,102

K intercambiable 0,173 -0,282 0,085
Precipitacion anual 0,161 0,257 0,149
Temperatura media 0,015 0,059 0,417
Humedad media 0,010 0,094 0,401
Radiacion media 0,030 0,063 0,414
Viento 0,209 0,141 0,197
Elevacion  -0,263 0,001 0,037

CP, componente principal

179



04
I
0,3
C*
C1S1 0,2**
. pH
¢ ABTS 01 .,
o Carbonatos .FRAP Radiacion
Rancimat
% -CUPRAC  Elevacion 0,0
ﬁQ FT+ mra‘I 0,0
Qfsl -0,1
¢ Arenas
-0,2
-0,3
1 Cond.
-04

Resultados y discusién

. Pluviometria
¢ Limos
N Calcaria
n activa
L* Viento
Humedad X232 A M
IP GA * oArertd
T media
., 0,2 4
« Cid. 0
« N total
a*
AClSF? Organica IV

CP1 (39,84%)

Figura 4.10. Representacion gréfica de
variables elegidas para realizar el and
CP1 vs. CP2.

50
4,0
3,0
2,0
10
0,0

-2,0 0,0
-1,0

-8,0 -6,0 -4,0

-2,0

-3,0

-4,0

[
-5,0

la distribucion de las diferentes
isis de componentes principales:

2,0 4,0 6,0 8,0
e Olivar 1
e Olivar 2
A A )
AOlivar 3
A
v

CP1 (39,84%)

Figura 4.11. Representacion de las muestras de aceite de oliva

procedente de la variedad arbequi

na, en diferentes condiciones

agrocliméticas como funcion del primer (CPl) y del segundo (CP2)

componente principal.

180



Resultados y discusién

Por su parte, el olivar 3 (Cas Concos) constituy6 un segundo grupo situdndose en
el cuarto cuadrante, mientras que el olivar 1 (Algaida) se agrupd principalmente en el
segundo cuadrante, caracterizado principalmente por presentar elevados contenidos en
FT, capacidad antioxidante, estabilidad oxidativa, carbonatos, ademas de presentar la

mayor elevacion sobre el nivel del mar.

La representacion de los olivares muestra en funcion del primer (CP1) y tercer
(CP3) componente principal (Figura 4.12 y 4.13) mostré un patrén de distribucion
ligeramente distinto al establecido en la representacion CP1 versus CP2. Se observo una
clara diferenciacion entre el olivar 1 (Algaida) y el resto de los olivares-muestra objeto
de estudio, en donde el eje de ordenadas hizo de barrera divisoria entre este olivar y los

dos restantes.

En el presente estudio, los tres primeros componentes principales permitieron de
forma conjunta la identificacion de diferentes patrones de comportamiento de los
olivares-muestra de acuerdo con su origen geografico. Debido a su presencia en el
primer componente principal, el contenido en FT, capacidad antioxidante, estabilidad
oxidativa, elevacion y pluviometria fueron los descriptores mas importantes del patron
de distribucién de los olivaressmuestra en el plano formado por los diferentes
componentes principales. De hecho, los olivares-muestra de las tres zonas en estudio se
separaron principalmente a lo largo del CP1 (Figura 4.11 y Figura 4.13). Ello se
justifica de acuerdo con la literatura, segin la cual estos descriptores g ercen un impacto
significativo en el desarrollo de la aceituna y, consecuentemente, sobre las
caracteristicas finales del aceite de oliva (Ferreiro et al., 1992; Dabbou et al, 2010;

Issaoiu et al., 2010; Youssef et al., 2011; Di Vaio et al, 2013).

El hecho de atribuir la calidad y las caracteristicas propias del aceite de oliva a
su origen o procedencia geografica resulta de gran importancia tanto para los
productores como para los consumidores. En las Ultimas décadas, diversos autores han
estudiado la caracterizacion de los aceites de oliva a partir de su origen geogréfico,
aplicando la técnica ACP sobre una base de datos Unicamente constituida por
caracteristicas propias del aceite de oliva tales como los parametros de calidad, la
composicion fendlica, la capacidad antioxidante, y en algunos casos incluyendo la
pluviometriay la elevacién del terreno, aunque sin considerar las caracteristicas propias

del suelo, ni las condiciones agroclimaticas implicadas en su desarrollo.
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En este sntido hay que remarcar lostrabajos de Youssef et al., (2011), en d que
= evalud la calidad y la composicidon dd aceite de oliva de dos éreas de produccion de
Tunez, en base a los parametros de calidad, compuestos volétiles, devacion,
temperaturay pluviometria media anual y humedad rdativa, y € delssaoui et al. (2010)
en d cual = diferenciaron dos aceites tunecinos en funcon de la localizacion geogr éfica
de los cultivos y de la pluviometria. No obgante, cabe destacar d hecho que no s
hayan encontrado trabajos en los cuales se tengan en cuenta las caracterigticas propias
dd sudo, como posble parametro diferenciador entre los aceites de oliva producidos.
Condderando que d aceite de oliva £ conddera d zumo de la aceituna, y que las
car acterigticas de étas dependen dd olivo y de los nutrientes que le aporta d sudo, es
de vital importancia consderar estos parametros como dementos diferenciadores entre

acdates de oliva

A modo de condusién de este trabajo, se puede extraer que d aceite de oliva esun
aimento vivo, y como tal, sus caracterigicas fisco-quimicas y sensoriales etéan
directamente relacionadas con la variedad de acatuna de la cual proviene, as como dd
grado de madurez de la misma, sendo d periodo dd envero (segundo grado de madurez
congderado) de la acdtuna d méas iddneo para daborar d acete de oliva, ya que es d
momento en d cual existe un equilibrio entre todas las variables que conforman las
car acterigticas fisco-quimicas y organolépticas dd acedte de oliva producido. Aunque
los resultados obtenidos también sugieren que d entorno agroclimético en d cual s
emplaza € olivar puede afectar de forma dgnificativa a las caracterigticas finales dd
acdte de oliva, sendo, segun los resultados expuestos en este trabajo, los lugares menos
lluviosos y més devados sobre d nivd dd mar, los que confieren a aceite mas
propiedades beneficiosas y de mayor etabilidad frente a la oxidacion, al presentar los

valoresmas devadosde F T, y en consecuencia la mayor capacidad antioxidante.
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4.2. Conservacion del aceite de oliva. Influencia de las variables de operacioén:

atmosfera, luz, temperatura y ultrasonidos de potencia

Este estudio se plante6 con el objetivo de establecer una metodologia o
procedimiento para la conservacion del aceite de oliva virgen extra que garantice, el
mayor tiempo posible, su calidad, asi como la estabilidad de los parametros fisico-
quimicos y sensoriales dentro de los limites establecidos por el Reglamento CEE
2568/91 y posteriores modificaciones. Para la realizacion de este estudio se han
utilizado dos aceites de oliva monovarietales elaborados apartir de aceitunas de las

variedades arbequina (Arb) y empeltre (Emp).

Segun la bibliografia expuesta en la introduccion, parece evidente que para alargar
la vida util del aceite de oliva, es imprescindible controlar o actuar sobre los diferentes
aspectos que provocan su oxidacion. Entre estos factores destacan la temperatura, la
ausencia/presencia de luz, y la presencia de oxigeno. Todos ellos se han tomado en
consideracion para la planificacion experimental Ilevada a cabo. Como innovacion del
estudio se han utilizado los ultrasonidos (US) de potencia para la eliminacion total o
parcial del oxigeno disuelto en la matriz lipidica del aceite de oliva, intentando de esta

forma minimizar, aun mas, las posibles reacciones de oxidacion.

4.2.1. Caracterizacion fisico-quimica y sensorial de los aceites de oliva

iniciales y los aceites pre-tratados con US de potencia

Una de las cuestiones que se plantearon en esta fase inicial del desarrollo de este
proyecto fue conocer si el pre-tratamiento con US de potencia (aplicado siguiendo las
condiciones descritas en la patente n° P25287ES00) producia cambios significativos en
la calidad del aceite de oliva virgen extra, en este caso sobre los aceites monovarietales
elaborados a partir de las aceitunas de las variedades arbequina y empeltre. Por tanto, el
primer paso fue determinar si la aplicacion de US de potencia (en forma de pulsos
electronicos) alteraba las propiedades fisico-quimicas y sensoriales del aceite de oliva,
realizando un andlisis exhaustivo de las muestras antes y después de la aplicacion del

tratamiento.

Los pardmetros de calidad; GA, IP, los indices K,,, y K,,,, asi como las
caracteristicas organolépticas fueron determinados tanto para las muestras originales

como para las muestras tratadas con US de potencia, siguiendo la normativa
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correspondiente a los Reglamentos (CEE) 2568/91 y (CE) 640/2008 de la UE,

especificos para aceites de oliva.

4.2.1.1. Aceite de oliva monovarietal procedente de la variedad

arbequina

En la Tabla 4.14 se presentan los valores correspondientes a los pardmetros
fisico-quimicos de calidad del aceite de oliva procedente de la variedad arbequina con y
sin pretratamiento con US de potencia. Tal y como puede observarse, segin la
normativa (CEE) 2568/91 y los parametros analizados, ambos aceites pudieron
clasificarse dentro de la categoria de aceite de oliva virgen extra. También hay que
destacar los valores relativamente bajos del GA, corroborando la buena calidad del
aceite de olivay la poca presencia de acidos grasos libres. El hecho mas destacable fue
que la aplicacion de US de potencia no tuvo influencia (no se observaron diferencias
significativas (p < 0,05) entre las muestras de aceite con y sin pre-tratamiento con US)

sobre los principales indicadores fisico-quimicos de calidad del aceite de oliva

Tabla 4.14. Caracterizacion inicial del aceite (Arb) cony sin
tratamiento con US de potencia.

Muestra GA IP K270 K232
Inicial 0,15+ 0,01 10,15+0,26 0,12+ 0,01 2,16 + 0,11
us 0,15+ 0,07 914+055 0,14+ 0,01 2,34+ 0,09

EVOO* <08 < 10,0 < 0,22 < 2,50

GA en % &cido oleico; IP en meq. O/Kg aceite
*Valores maximos para la categoria de aceite de oliva virgen extra
(EVOO) segin € Reglamento CEE 2568/91.

Por otra parte, y con la misma finalidad de observar el posible efecto del pre-
tratamiento con US de potencia sobre la calidad del aceite de oliva, se llevo acabo el
andlisis sensorial de las dos muestras de aceite (Inicial y US). En la Figura 4.14 se
reflejo claramente como el pre-tratamiento con US (segln el procedimiento descrito en
la Patente P25827ES00) no produjo alteraciones significativas en las intensidades
sensoriales de los diferentes atributos evaluados, y tampoco originé la aparicion de
algun tipo de defecto.

Como puede observarse en la Figura 4.14A, el aceite de oliva de la variedad
arbequina se caracterizd por un frutado de aceituna medio (5,2 + 0,2 unidades de
intensidad para la muestra inicial y 4,7 £ 0,3 para la muestra tratada con US). Cabe

destacar el atributo dulce, con intensidades cercanas a4,7 = 0,3 en ambas muestras.
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También se detectaron los atributos positivos de verde hoja, picante y amargo, los
cuales presentaron intensidades similares en ambas muestras. En el caso de la
astringencia la muestra inicial presento valores de 12 + 0,6 mientras que la aplicacion
de US provoco la préactica desaparicion de este atributo. En cuanto al parametro que
engloba otros atributos tolerables destacaron el aroma a almendra, almendra verde,
nueces, y tomate. Ademas, tal y como se observa en la Figura 4.14B el hecho de aplicar

US no provoco la aparicion de defecto organoléptico alguno.

A Frutado de Atributos positivos
aceituna
100 -
Otros . }\ T~
atributos BT~ R “F;;Ltf:sas
tolerabled <
7/
Astringente< {f < <(%, ) 7 /Verde hoja
\\ [/
\ [/
/ /
\ [/

Dulce S i ~ Amargo .
\\‘k/ g Inicial

Picante us
Atrojado-
B ) Defectos
Otros Moho-
defectos Humedad
Rancio Avinado-
Avinagrado
Inicial
Metélico us

Figura 4.14. Clasificacion de los atributos positivos (A) y defectos (B)
para los aceites de la variedad arbequina, inicial y tratado con US, segln
el Panel Oficial de Cata de Catalufia

186



Resultados y discusién

4.2.1.2. Aceite de oliva monovarietal procedente de la variedad

empeltre

Al igual que en el caso anterior, se realiz6 un andlisis inicial de los parametros de
calidad para comprobar que el pre-tratamiento con US de potencia no produjo

alteraciones significativas en la calidad del aceite de oliva.

Como puede verse en la Tabla 4.15, no se observaron diferencias significativas
entre los dos aceites de oliva considerados, |o cua indica que la aplicacion de US de
potencia no tuvo précticamente influencia sobre los principales indicadores fisico-

quimicos de la calidad del aceite.

Sin embargo, es interesante destacar el elevado GA que presentaron las muestras,
con un valor muy préximo a limite establecido por la legislacion europea (Reglamento
CEE 2568/91) para la categoria virgen extra. Esta situacion, tal y como se vera a los
largo del trabajo, tuvo una gran relevancia en el comportamiento del aceite de oliva
durante el periodo de conservacion.

Tabla 4.15. Caracterizacion inicial del aceite (Emp) cony sin
tratamiento con US de potencia.

Muestra GA IP K 270 K232
Inicial 0,70 + 0,20 10,00 £ 150 0,11 + 0,02 1.63 + 0,03
us 0,70+ 0,20 10,00+ 140 0,11 + 0,03 164 = 0,04

EVOO <08 < 10,0 < 0,22 < 2,50

GA en % &cido oleico; IP en meq. O/Kg aceite
*Valores maximos para la categoria aceite de oliva virgen extra (EVOO)
segin € Reglamento CEE 2568/91.

El andlisis sensorial descriptivo realizado por el Panel Oficial de Cata de Catalufia
permitié profundizar en la caracterizacion y valoracion sensorial de cada uno de los
atributos positivos del aceite monovarietal de la variedad empeltre, permitiendo su

comparacion con el aceite de oliva pre-tratado con US de potencia.

La caracterizacion organoléptica de la muestra inicial y de la muestra pre-tratada
con US de potencia se muestra en la Figura 4.15. Al igual que en el caso de la variedad
arbequina, el pre-tratamiento con US no alterd los resultados del andlisis sensorial con

respecto ala muestra de aceite inicial no tratada.

El aceite de oliva de la variedad empeltre se caracterizé por presentar un frutado

de aceituna medio (5,0 £ 0,4 unidades de intensidad para la muestra inicial y 4,6 + 0,3

187



Resultados y discusién

para la muestra tratada con US) (Figura 4.15A), destacando también los atributos
picante, amargo y verde hoja, sn s¥ demasado astringente. En € apartado de otros
atributos tolerables detacan d aroma aa Imendra, nueces alcachofa y tomatera.
Ademas, al igual que paralavariedad arbequina d hecho deredlizar d pretratamiento
con USno provoco la aparicion de defectos or ganolépticos (Figur a4.15B)

A Frutado de Atributos positivos
aceituna
10,
otros o gg g ™~ Frutas
atributos ] \\\\
tolerable:s\\/r (’U/ — /x\/\q\ aduras
/‘ ﬂ/ K-I.;D' ;ﬁ \

\_\.

\
/ \\ \
%%\ Verde hoja
/

f
#

Astrlngente\ ﬁﬂ ‘\‘

\L/ ~ Amargo .-
. L Inicial

Picante Us

B A[BYOJain— Defectos
orTas

Otros _,// 6.0 \\ Moho-

defectos /_(0/ N " Humedad
- : \ S
wofv/ >
().‘/
\/
A i S A

\ . /

_ % - \ Avinado-

Rancio \\\ \,/ i Avmagrado
\\ //

= |- < Inicial

Metélico us

Figura4.15. Cladficacion delosatributos positivos (A) y defectos (B)
para los acdites de la variedad empeltre, inicial y tratado con US, ssgin
d Pand Oficial de Cata de Cataluiia.

El hecho de no daeiorar d acete de oliva mediante la aplicacion de US de
potencia, permitié incorporar ambas muedras de acete (arbequina y empeltre) pre-
tratadas en los estudios de vida Util junto con las demés muedtras sometidas a diferentes

procedimientos de conservacion.
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4.2.2. Evolucién de los parametros fisico-quimicos del aceite de oliva virgen

extra durante el periodo de conservacion

Como se ha indicado en la caracterizacién del aceite de oliva, este estudio se
inicié con dos aceites de oliva con GA bien diferenciados, por una parte un aceite de
oliva con un GA bajo (0,15 % &cido oleico), procedente de la variedad arbequina (Arb),
y, por otra. con un aceite de oliva con un GA préximo a limite legislado para la

categoria virgen extra (0,74 % é&cido oleico), procedente de la variedad empeltre (Emp).

Las muestras de aceite conservadas bago diferentes condiciones de
almacenamiento fueron sometidas a un control periédico de los principales pardmetros
fisico-quimicos y sensoriales con la finaidad de determinar la influencia de las
diferentes variables: atmosfera inerte, ausencia de luz y baja temperatura sobre la
calidad del aceite de oliva, ademés se incorporé una nueva metodologia basada en el

pre-tratamiento con US.

A lo largo del seguimiento de la evolucién de las diferentes muestras se
determinaron, tanto los principales indicadores de calidad establecidos por la legislacién
europea, es decir, GA, IP y coeficientes de extincion k232 y k270, asi como otros
parametros de gran interés como son el perfil de &cidos grasos, el contenido en FT y la
estabilidad oxidativa.

4.2.2.1. Evolucion del grado de acidez (GA)

La materia biol6gicamente sintetizada es neutra, por tanto la existencia de &cidos
grasos libres en el aceite de oliva se considera una anomalia o un desorden molecular
consecuencia del mal estado de conservacién de las aceitunas, de una mala préactica en

la elaboracién del aceite o de una mala conservacion del aceite de oliva

Actualmente, el GA se utiliza como primer criterio de clasificacion del aceite de
oliva en todas la almazaras, no obstante, varios autores defienden que por si solo no es
un buen indicador de la calidad del aceite de oliva, ya que por gemplo, un aceite con un
valor de GA relativamente alto pude puede poseer un buen aroma y obtener una buena
calificacion por parte de un panel de cata, mientras que otro aceite de oliva con menor
GA puede carecer de aroma (Kiritsakis, 1998; Pristouri et al, 2010).

189



Resultados y discusién

a) Variedad arbequina

En la Figura 4.16, se muestra la evolucion del GA para el aceite de la variedad
arbequina a lo largo de los 16 meses de conservacion bajo las diferentes metodologias

estudiadas.

Se ha representado en color rojo el valor maximo del GA por el cua el aceite de
oliva puede considerarse como virgen extra segin el Reglamento Europeo CEE n°
2568/91. Como se reflgja en la Figura 4.16, durante todo el tiempo de almacenamiento
considerado, los valores del GA permanecieron muy por debgjo de este limite (de
hecho, el valor del GA fue siempre inferior a 0,22 % é&cido oleico) traduciéndose en un
bajo contenido en é&cidos grasos libres responsables de posibles procesos de auto-

oxidacion.
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Figura 4.16. Evolucion del GA con el tiempo de almacenamiento paralas
diferentes metodologias de conservacion aplicadas a aceite de oliva
procedente de la variedad arbegquina.

*no encontraron diferencias significativas (p < 0.05) para los valores del GA a lo

largo del estudio de conservacion, ni entre metodologias estudiadas

Aun asi se observo un ligero, pero significativo (p < 0,05) incremento en los
valores del GA alo largo de los 16 meses que durd el estudio con valores que van del
0,15 % é&cido oleico atiempo 0 hasta 0,23 % &cido oleico alos 16 meses para la muestra
Control; 0,20 % acido oleico en el caso de las muestras almacenadas bajo atmosfera
inerte; 0,20 % acido oleico para las muestras conservadas en ausencia de luz; 0,18 %
acido oleico en las muestra almacenadas a baja temperatura; 0,22 % &cido oleico en las

muestra pre-tratadas con US vy, finalmente, 0,20 para las muestras en las que sé
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consideraron todas las variables anteriores (US + Otras). Teniendo en cuenta estos
valores, parece ser que latemperatura fue el factor externo mas influyente para controlar
el incremento del GA en el aceite de oliva. Segun dicho parametro, se puede hacer una
primera valoracion de la estabilidad y la buena calidad de dicho aceite, fruto del buen
hacer y las buenas préacticas en cuanto alarecogida del fruto y la elaboracion del aceite

de oliva.
b) Variedad empeltre

La evolucion del GA del aceite de oliva de la variedad empeltre bajo las diferentes
metodologias de conservacién se representan en la Figura 4.17. Al igual que en el caso

anterior, lalinearojaindica el valor méximo del GA para la categoria virgen extra.

Como ya se haindicado, el andlisisinicial de este aceite de oliva present6 un valor
de GA de 0,75 % de acido oleico, valor muy préoximo al limite para la categoria virgen
extra (Reglamento CEE 2568/91). El elevado valor del GA supone, no solo el disponer
de muy poco margen de variacion para no abandonar la méxima categoria, sind también
la presencia de acidos grasos libres que pueden provocar importantes procesos de auto-
oxidacion (Kiritsakis et al., 1992; Frega et al, 1999; Bendini et al., 2009).

0 2 4 6 8 10 12 16
Almacenamiento (meses)
Control Atmosfera Opaco Temperatura US + Otros

Figura 4.17 Evolucion del GA con el tiempo de almacenamiento para las
diferentes metodologias de conservacion aplicadas al aceite de oliva
procedente de la variedad empeltre.

Diferentes letras indican diferencias significativas en funcion del tiempo de

conservacion (p < 0,05) para cada tratamiento.

Como puede observarse en la Figura 4.17 el GA correspondiente tanto alas

muestras almacenadas a baja temperatura (Temperatura) como a las muestras pre-
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tratadas con US, practicamente no experimentaron cambios significativos a lo largo de
los 16 meses de almacenamiento, manteniéndose siempre por debajo del limite
establecido para la categoria de aceite virgen extra. Los demés tratamientos (control,
atmosfera inerte y ausencia de luz) presentaron un aumento progresivo y significativo (p
> 0,05) alo largo del periodo de conservacion. En el caso de la muestra conservada en
atmosfera inerte se observé un aumento brusco en el GA ap artir del cuarto mes de
almacenamiento. Sin embargo, la muestra conservada en ausencia de luz (opaco)
exhinié un aumento del GA gradual con el tiempo, obteniendo un valor de 0,82 % de
acido oleico apartir del segundo mes de conservacién, lo que se traduce en la pérdida
de la méxima categoria para el aceite de oliva. El mismo efecto se observo en la muestra

control.

A pesar del aumento del GA de las muestras control y opaco en ningin caso
sobrepasaron el valor de 1 % de &cido oleico durante los 16 meses. En el caso de la
muestra conservada en atmosfera inerte (atmosfera) el valor més alto del GA fue de 1,2
% de é&cido oleico, pudiendo clasificarse en la categoria virgen. Estos datos ponen de
manifiesto que, a pesar de iniciar el estudio con un aceite que presentd valores elevados
de GA, dicho aceite de oliva pudo clasificarse, en el peor de los casos, dentro de la
categoria de aceite de oliva virgen. Este hecho indica la gran estabilidad oxidativa que

presenta el aceite de oliva de la variedad empeltre.

A partir de la evolucion del GA se observa que, cuando el aceite de oliva presenta
inicialmente valores elevados del GA, solo la conservacion a baja temperatura (con y
sin US) es eficaz para frenar el avance del GA y, por consiguiente, mantener su

categoria comercial.

Varios autores han estudiado la evolucion de los parametros de calidad, y entre
ellos el GA, en diferentes aceites de oliva almacenados bgjo diferentes condiciones
como la ausencia/presencia de luz (Caponio et al., 2005; Vacca et al., 2006, Pristouri et
al., 2010), el uso de atmosferas inertes o modificadas y la aplicacion de diferentes
temperaturas (Di Giovacchino et al., 2002; Pristouri et al., 2010; Krichene et al., 2010),
[legando todos ellos a una misma conclusién: el aceite de oliva experimenta un aumento
del GA durante el periodo de almacenamiento debido a la aparicion de compuestos
generados en las reacciones de degradacion de los triglicéridos. En la mayor parte de los
estudios citados anteriormente, el aumento del GA es menor si se minimizan las fuentes

potencialmente oxidativas, es decir, para una misma temperatura, el aumento del GA de
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un aceite de oliva conservado en atmosfera inerte es menor que el conservado en
atmosfera no inerte, y lo mismo pasa con la ausencia de luz y la baja temperatura. Estas
observaciones parecen ser ciertas si se parte de un aceite de oliva que presenta un GA
bajo, en el cual predominan las reacciones de oxidacion iniciadas por factores externos
(luz, temperatura'y oxigeno) sobre las reacciones de auto-oxidacion (provocadas por 1os
mismos é&cidos grasos libres). En todos los estudios citados anteriormente, el aceite en
estudio presentaba, un valor de GA inicia situado entre 0,2 - 0,4% de acido oleico, de
forma que el factor limitante en las reacciones de oxidacion viene dado por los

diferentes factores externos.

L os aceites que inicialmente presentan un valor elevado de GA, como en este caso
el aceite procedente de la variedad empeltre (0,74 % acido oleico), disponen de una
cantidad relativamente importante de acidos grasos libres que, dado a su carécter pro-
oxidante, pueden promover reacciones de auto-oxidacién. Asi, en este caso, el hecho de
proteger el aceite del oxigeno o laluz, no consigue minimizar los procesos de oxidacion
(Bendini et al., 2009). Los resultados de este estudio indicaron que el grado de
oxidacion, puede minimizarse al conservar abaja temperatura, ya que de esta forma se
actlia sobre la movilidad de las moléculas. Este fendmeno podria explicar el porqué, las
muestras conservadas en atmosfera inerte y ausencia de luz exhibieron un aumento

significativo del valor de GA durante el almacenamiento.
4.2.2.2. Evolucion del indice de peroxidos (IP)

Este pardametro ofrece informacion sobre el estado de oxidacion del aceite de
oliva. Valores elevados del 1P son indicativos de la presencia de importantes cantidades
de oxigeno activo en la matriz del aceite de oliva, y por tanto, pueden darse diferentes

reacciones de oxidacion, traduciéndose en una pérdida de calidad.
a) Variedad arbeguina

En el caso de la variedad arbequina, €l estudio de conservacion se inicié con
valores de IP cercanos alos 10 meqO,/kg aceite sin observarse diferencias significativas
ente las muestras con y sin pretratamiento con US. La evolucion del IP a lo largo del
periodo de conservacion para cada una de las metodologias aplicadas se presenta en la
Figura 4.18. Anadlogamente al caso del GA, la linea roja representa el valor méximo al
que puede llegar el IP para poder clasificar el aceite de oliva dentro de la categoria

virgen extra.
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En términos generales e independientemente de la metodologia de conservacion,
se observé un aumento progresivo de este parametro, Ilegando a un maximo alrededor
de los 6 - 10 meses de conservacion, apartir del cual, dicho pardmetro experimentd un
ligero descenso hasta llegar a los 16 meses. No obstante, en ningin momento se

sobrepasé el limite para la categoria virgen extra.
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Figura 4.18. Evolucion del IP con el tiempo de almacenamiento para las
diferentes metodologias de conservacion aplicadas al aceite de oliva
procedente de la variedad arbegquina.

Diferentes letras indican diferencias significativas en funcion del tiempo de

conservacion (p < 0,05).

Esta misma tendencia fue observada por Vacca et al.,, (2006) a estudiar la
conservacion del aceite de oliva de la variedad Bosana almacenada en ausencia y en
presencia de luz. En ambos casos, el |IP aumentd progresivamente hasta llegar aun
maximo (8,07 meq.O,/kg de aceite) entorno alos 4 - 6 meses de conservacion, con la

posterior disminucion (5,91 meq.O,/Kg aceite) hastalos 16 meses.
b) Variedad empeltre

En el caso de la variedad empeltre, tal y como puede observarse en la Figura 4.19
el valor de IP, también se mantuvo por debajo del limite legislado para la categoria
virgen extra durante los 16 meses de almacenamiento. En general, se observd una
tendencia similar en todas la metodologias de conservacién estudiadas, para las cuales
el IP se mantuvo préacticamente constante hasta los 6 meses de conservacion, a partir del
cual los valores de dicho parametro de calidad experimentaron un incremento

progresivo hasta el final del estudio.
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Esta tendencia es similar a la descrita en los estudios de Di Giovacchino et al.,
(2002) y Caponio et al., (2005), los cuales observaron un aumento en del valor del IP a
medida que avanzaba el periodo de conservacidn, para muestras de aceite de oliva
almacenado abaja temperatura y en atmosfera inerte. No obstante, estos mismos
autores, describieron que dicho incremente en los valores de IP fue menor cuando se
minimizaban los factores oxidantes. Este hecho parece estar en aparente contradiccién
con lo observado en el presente estudio realizado con la variedad empeltre, ya que
deberia esperarse que las muestras consideradas como control, deberian presentar
valores de IP superiores a las otras metodologias, ya que se actud sobre la fuente de
oxidacion. Una posible explicacion aesta contradiccion podria deberse al hecho de
iniciar el estudio con un aceite de oliva de elevado GA, ya que ello supone un factor a
tener en cuenta en el aumento de las reacciones de auto-oxidacién, pudiendo ser incluso

mas importante que las oxidaciones promovidas por factores externos.
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Figura 4.19. Evolucion del IP con el tiempo de almacenamiento para las
diferentes metodologias de conservacion aplicadas al aceite de oliva
procedente de la variedad empeltre.

Diferentes letras indican diferencias significativas en funcion del tiempo de

conservacion (p < 0,05).

4.2.2.3. Evolucién del coeficiente de extinciéon K232
El coeficiente de extincion K,,, informa sobre la presencia de compuestos de
oxidacién primaria como son los peroxidos e hidroperoxidos. Segun la normativa

Europea (Reglamento CCE 2568/91), valores superiores a 2,5 de este parametro hacen

que el aceite de oliva no pueda clasificarse dentro de la categoria virgen extra.
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a) Variedad arbequina

En la Figura 4.20 se muestra la evolucion del coeficiente de extincion K, ,, para
las diferentes muestras de aceite, elaboradas a partir de aceitunas de las variedad
arbequina, durante el periodo de almacenamiento. La linea roja representa el valor

maximo de este pardmetro para la categoria virgen extra.
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Figura 4.20. Evolucién del coeficiente de extincion k232 con e tiempo de
almacenamiento para las diferentes metodologias de conservacién aplicadas
al aceite de oliva procedente de la variedad arbequina.

Cbémo puede observarse en la Figura 4.20, los valores de K,,, tomaron valores
entorno a2,2 y no se observaron diferencias significativas (p < 0,05) alo largo de los 16
meses de conservacion. Tampoco se observaron diferencias significativas para este
parametro entre las diferentes metodologias de conservacion estudiadas. Ademas, los
valores de este parametro se encontraron, en todo momento y para todas las muestras,
por debajo del valor méximo legislado, por lo que los aceites podrian clasificarse como

aceite de olivavirgen extra segun la normativa vigente.

Estos resultados no siguen la tendencia observada por otros autores tales como
Caponio et al, (2005) quienes observaron un aumento gradual en el valor de K,,, a
medida que avanzaba el periodo de almacenamiento, siempre llegando a la conclusion,
de que a medida que se actua sobre la fuente potencial de oxidaciéon (luz, oxigeno y

temperatura) dicho aumento es menor comparandola con una muestra control.
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b) Variedad empeltre

A diferencia de la variedad arbequina, para la variedad empeltre, los valores
correspondientes del coeficiente de extincion K ,,, aumentaron de forma progresiva a lo
largo de los 16 meses de almacenamiento (Figura 4.21). Estos resultados presentan
cierta similitud con la evolucion del IP durante el proceso de almacenamiento bajo las
mismas condiciones de conservacion. De hecho, son varios los autores que definen una
buena correlacion entre los parametros K ,,, y IP durante las etapas de almacenamiento
bajo las condiciones de ausencia/presencia de luz (Caponi et al., 2005) o en atmosfera

inerte (Di Giovacchino et al., 2002).
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Figura 4.21. Evolucion del coeficiente de extincion k232 con el tiempo de
almacenamiento para las diferentes metodologias de conservacién aplicadas
al aceite de oliva procedente de la variedad empeltre.

Diferentes letras indican diferencias significativas en funciéon del tiempo de

almacenamiento (p < 0,05).

Sin embargo, hay que destacar que en todo momento y para todos los tratamientos
los valores de este parametro se encontraron por debagjo del valor méximo legislado,
apoyando la hipétesis de la elevada estabilidad del aceite de oliva de la variedad

empeltre.

4.2.2.4. Evolucion del coeficiente de extincion K ,,,

A diferencia del parametro anterior, el coeficiente de extincion K,,, esta
relacionado con la presencia de compuestos formados ap artir de reacciones de

oxidacioén secundaria como son aldehidos, cetonas, etc.
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a) Variedad arbequina

En la Figura 4.22 se muestra la evolucién del coeficiente de extincion a270 nm
en funcién de las diferentes metodologias de conservacién consideradas a lo largo de los
16 meses. Los valores de K,,,, no presentaron una evolucion clara a medida que avanzé
el periodo de conservacion, para ninguna de las metodologias de amacenamiento

ensayadas.
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Figura 4.22. Evolucién del coeficiente de extincion k270 con e tiempo de
almacenamiento para las diferentes metodologias de conservacién aplicadas
al aceite de oliva procedente de la variedad arbequina.

Diferentes letras indican diferencias significativas en funcién del tiempo de

almacenamiento (p < 0,05)

De forma parecida a lo observado con el pardmetro K,,,, y teniendo en cuenta el
valor maximo por el cual un aceite de oliva puede alcanzar sin perder la clasificacion de
virgen extra (0,22), puede verse como los valores experimentales, en todos los andlisis y
para todas la metodologias de conservacion, se encuentran claramente por debajo de

este valor (linea roja).

Siguiendo la evolucion de este pardmetro con el tiempo de almacenamiento y para
cada metodologia de conservacion, € parametro k270 aument6 de manera significativa
(p < 0,05) alo largo del periodo de almacenamiento de las muestras conservadas a 20
°C (control), en atmosfera modificada (atmosfera), en ausencia de luz (opaco), y en
menor proporcion, en las muestras conservadas a baja temperaturay las pre-tratadas con
ultrasonidos de potencia a 20°C (US). Mientras que las muestras pre-tratadas con

ultrasonidos de potencia y conservadas a4 - 6 °C (US + Otros) no se presentaron
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diferencias significativas (p < 0,05) durante los 16 meses en de | estudio de

conservacion.

Estos resultados son comparables con los obtenidos por Gutiérrez et al., (2002) al
estudiar el efecto de la temperatura (30 y 2 °C) sobre aceites precedentes de las
variedades picual y hojiblanca a lo largo de 6 meses de almacenamiento, quienes
describieron como el parametro K,,, experimentd un progresivo aumento alo largo de
los 6 meses de conservacion en las muestras conservadas a 30 °C, mientras que las
muestras conservadas abaja temperatura el pardmetro K,,, permanecié constante. Por
otra parte, en trabajos en los cuales se estudia el efecto de la ausencia/presencia de luz
(Di Giovacchino et al., 2002) o el uso de atmosfera inertes (Caponio et al., 2005),
tampoco se observaron diferencias significativas en los valores de k270 a lo largo del

periodo de almacenamiento.
b) Variedad empeltre

En el estudio de conservacion para el aceite de la variedad empeltre, la evolucion

del pardmetro K ,,, se muestra en la Figura 4.23.
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Figura 4.23. Evolucion del coeficiente de extinciéon K ,,, con el tiempo de
almacenamiento para las diferentes metodologias de conservacién aplicadas
al aceite de oliva procedente de la variedad empeltre.

Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo del almacenamiento

(p < 0,05).
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Como puede observarse los valores para este parametro no presentaron, en
general, variaciones significativas (p < 0,05) alo largo del periodo de conservacion para

ninguna de las metodologias de almacenamiento evaluadas.

Ademas, no se observaron diferencias importantes entre las diferentes
metodologias de conservacion, ni tampoco entre las muestras almacenadas con y sin
pretratameinto con US. Cabe destacar, que en todo el proceso de almacenamiento del
aceite de oliva, independientemente de la metodologia de conservacion, los valores de

K.,, se encontraron muy por debajo del Iimite legislado para |la categoria virgen extra.

Estas observaciones estan, en general, de acuerdo con los trabajos de Di
Giovacchino et al., (2002), los cuales tampoco observaron cambios significativos
durante el almacenamiento de muestras de aceite de oliva virgen, conservadas en
atmésfera con gas inerte y en aire en el espacio de cabeza. Ademas, en el estudio de
Caponio et al., (2005) donde se analizaba el efecto de la presencia de luz sobre la
conservacion del aceite de oliva, tampoco se detectaron cambios significativos del

parametro k270 con € tiempo para las muestras conservadas en ausencia de luz.
4.2.3. Evolucion del perfil de &cidos grasos

L os acidos grasos representan entre el 98,5 y el 99,5% de la fraccion saponificable
(fraccién mayoritaria en el aceite de oliva) y son los responsables, en cierta forma, de
las propiedades del aceite de oliva y de la estabilidad frente al as reacciones de

oxidacion.
a) Variedad arbequina

El contenido y evolucion del perfil de acidos grasos del aceite de oliva de la
variedad arbequina bajo las diferentes condiciones de almacenamiento a las que fue

sometido se muestra en la Tabla 4.16.

El perfil de éacidos grasos del aceite de oliva de la variedad arbequina se
caracterizd mayoritariamente por el &cido oleico (69%), seguido de los acidos palmitico
(15%), linoleico (10%), y estearico (1,8%) y palmitoleico (1,6 %). Otros acidos como el
palmitoleico, linolénico, araquidico y el galdoléico también se detectaron aunque en
menor porcentaje. Valores similares fueron determinados por otros autores tales como
Romero-Aroca et al, (2002) y Morello et al., (2004) para aceite de oliva de la misma
variedad.
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Analizando la evolucién del perfil de &cidos grasos, cabe destacar que no se
observaron diferencias significativas (p < 0,05) alo largo de los 16 meses que duré el
estudio de conservacion para ninguna de las diferentes metodologias de conservacion
estudiadas. Esto indica que el perfil de acidos grasos del aceite de oliva es relativamente
estable y no se ve influenciado por las condiciones externas aplicadas durante el

almacenamiento.
b) Variedad empeltre

El contenido y la evolucion del perfil de &cidos grasos para el aceite de la variedad
empeltre a lo largo del estudio de conservacion bajo las diferentes metodologias

estudiadas, se muestra en la Tabla 4.17.

En este caso, el perfil de acidos grasos se caracterizd, mayoritariamente, por el
acido oleico (72%), el é&cido linoleico (12%), el acido palmitico (11%) y el &cido
estearico (2,6%), mientras que los &cidos palmitoleico, linolénico, araquidico y

galdoléico se encontraron en menor porcentaje.

Por su parte, a igual que en el caso de la variedad arbequina, el perfil de &cidos
grasos tampoco present6 variaciones significativas (p < 0,05) a lo largo del periodo de
conservacion, para hinguna de las metodologias de conservacion aplicadas, apoyando la

gran estabilidad de los acidos grasos en forma de triglicéridos al proceso de oxidacion.
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Tabla4.16. Evolucion dd perfil de acidos grasos en funcion dd tiempo de almacenamiento y de la metodologia de conservacion para €

aceite de oliva procedente dela variedad ar bequina.

Almacenamiento (meses)

0 2 4 6 8 10 12 16
Control
Palmitico C16:0 1547+0,01 1564+0,00 1559+0,01 1564+0,01 15.67+ 0,02 15,74 + 2,46 15,70+ 0,04 15,64+ 0,36
Palmitolenico C16:1 1,66 + 0,01 1.63+ 0,01 164+ 0,01 1,66 £ 0,01 1,67 + 0,00 1,67 + 0,27 1.67+ 0,01 1,66 + 0,05
Stearico C 18:0 1,88 + 0,00 1.89+ 0,00 1,95+ 0,00 1,96 + 0,00 1.89+ 0,00 191 £ 0,29 1,99 + 0,01 1.92+ 0,05
Oleico C18:1 69,35 + 0,02 69,30 £ 0,01 69.29+ 0,03 69,17+0,02 69.25+ 0,02 69,80 + 0,78 69,05 + 0,07 69.31+ 157
Linoléico C18:2 10,38+0,00 10.28+ 0,01 10.30+ 0,01 10,36+0,01 10,28+ 0,00 10,42 + 1,61 10,22+ 0,01 10.32+ 0,24
Linolénico C18:3 0,58 + 0,01 0,58 + 0,00 0,55 + 0,02 0,57 + 0,01 0,56 + 0,01 0,57 + 0,09 0,57 = 0,00 0,57 £ 0,02
Araquidico C20:0 0,38 + 0,01 0,39 + 0,01 0,38 = 0,00 0,37 £ 0,01 0,39 + 0,01 0,39 + 0,06 0,42 = 0,00 0,39 £ 0,01
Gadoleico C20:1 0,30 + 0,01 0,30 + 0,00 0,30 + 0,00 0,29 + 0,00 0,29 + 0,00 0,30 + 0,05 0,37 + 0,04 0,31+0,02
Atmosfera
Palmitico C16:0 1547+0,01 1562+0,00 1563+0,01 1569+0,01 15.68+ 0,07 15,68 + 0,92 1565+ 0,06 15,63+0,15
Palmitolenico C16:1 1,66 + 0,01 1.64+ 0,00 1,63 £ 0,00 1,66 + 0,00 1.66+ 0,00 169 + 0,10 1.68+ 0,00 1,66 + 0,02
Stearico C 18.0 1,88 + 0,00 1.90+ 0,00 1,97 £ 0,00 1.98+ 0,00 1.90+ 0,00 1,93 + 0,08 1,98 + 0,00 1.93+ 0,01
Oleico C18:1 69,35 + 0,02 69,32+001 69.25+001 6914+0,01 6918+0,04 70,10 1,03 69,07 £ 0,03 69,34 + 0,59
Linoléico C18:2 10,38+ 0,00 10.29+ 0,00 10.26+ 0,00 10,30+0,00 10,31+0,02 10,46 + 0,60 10.26+ 0,00 10,32+ 0,09
Linolenico C18:3 0,58 + 0,01 0,56 + 0,01 0,56 + 0,01 0,56 + 0,01 0,58 + 0,00 0,59 £ 0,04 0,58 + 0,00 0,57 £ 0,01
Araquidico C20:0 0,38 £ 0,01 0,38 £ 0,01 0,39 = 0,00 0,38 £ 0,01 0,38 = 0,00 0,40 + 0,03 0,42 + 0,00 0,39 £ 0,01
Gadoleico C20:1 0,30 + 0,01 0,30 + 0,01 0,30 + 0,00 0,29 + 0,00 0,30 = 0,00 0,30 £ 0,01 0,37 = 0,03 0,31+0,01
Opaco
Palmitico C16:0 1547+0,01 1561+0,00 1559+0,02 1564+0,01 1549+0,17 15,50+ 0,01 15,63+ 0,02 15,56+ 0,03
Palmitolenico C16:1 1,66 £ 0,01 1,64 £ 0,00 165+ 0,01 1,66 + 0,01 1.67+ 0,01 1,67 £ 0,00 1,68 + 0,00 1,66 + 0,01
Stearico C 18:0 1,88 + 0,00 1,89 + 0,00 1,94+0,01 1.99+ 0,00 1,90+0,01 1,89 + 0,01 1,97 + 0,00 1,92 + 0,00
Oleico C18:1 69,35 + 0,02 69.30+ 0,01 69,32+0,01 6913+0,01 69,44+ 0,12 69,38 + 0,03 69,11 +0,05 69,29 + 0,03
Linoléico C18:2 10,38+0,00 10,30+0,00 10.27+ 0,01 10,34+0,01 10.26+ 0,03 10,32+ 0,01 10.27+ 0,01 10,31+0,01
Linolenico C18:3 0,58 = 0,01 0,58 + 0,00 0,57 + 0,00 0,57 + 0,00 0,57 £ 0,01 0,58 + 0,02 0,58 + 0,00 0,57 £ 0,01
Araquidico C20:0 0,38 £ 0,01 0,38 £ 0,01 0,37 + 0,00 0,38 + 0,01 0,37 £ 0,02 0,38 + 0,00 0,41 +0,02 0,38 + 0,01
Gadoleico C20:1 0,30 £ 0,01 0,30 + 0,00 0,30 + 0,01 0,29 + 0,01 0,29 + 0,00 0,29 = 0,00 0,35 + 0,06 0,30 £ 0,01
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Tabla 4.16 (Continuacion)

Almacenamiento (meses)

0 2 4 6 8 10 12 16

:mperatura

Palmitico C16:0 15,47 + 0,01 14,55 + 0,08 15,27 + 0,60 15,59 + 0,23 16,11 + 0,02 15,59 + 0,04 16,17 + 0,01 16,18 + 0,14
Palmitolenico C16:1 1,66 £ 0,01 1,68 + 0,00 166 + 0,02 166 + 0,01 1,65 £+ 0,00 166 + 0,02 1,66 + 0,00 166 + 0,01
Stearico C 18:0 1,88 = 0,00 1,89 + 0,00 197 + 0,00 197 + 0,00 191 + 0,00 1,89 + 0,02 197 + 0,00 197 + 0,01
Oleico C18:1 69,35 £ 0,02 70,04 + 0,07 69,51+042 69,17+0,17 68,82+0,02 68,64+084 6871+001 68,68+ 0,22
Linoléico C18:2 10,38 £ 0,00 10,56 + 0,02 10,35 + 0,15 10,36 + 0,06 10,24 + 0,01 10,27 + 0,13 10,20 + 0,00 10,21 £ 0,05
Linolenico C18:3 0,58 £ 0,01 0,58 + 0,01 0,56 + 0,01 0,58 + 0,01 0,57 + 0,00 0,57 + 0,01 0,58 + 0,00 0,58 + 0,01
Araquidico C20:0 0,38 £ 0,01 0,38 + 0,01 0,39 + 0,00 0,38 + 0,01 0,39 + 0,00 0,37 = 0,00 0,40 + 0,02 0,38 + 0,01
Gadoleico C20:1 0,30 £ 0,01 0,31 £ 0,00 0,30 = 0,00 0,28 + 0,00 0,30 = 0,00 0,30 = 0,01 0,29 + 0,01 0,34 + 0,01
Palmitico C16:0 15,62 + 0,02 15,63 + 0,00 15,59 + 0,02 15,60 + 0,01 15,62 + 0,01 15,29 + 0,05 15,63 + 0,01 15,63 + 0,02
Palmitolenico C16:1 1,66 + 0,00 165 £+ 0,01 1,65 £+ 0,00 1,66 + 0,00 167 + 0,01 1,68 + 0,00 1,68 + 0,00 1,68 + 0,00
Stearico C 18:0 1,91 + 0,00 1,89 + 0,00 194 + 0,01 196 + 0,01 1,89 + 0,00 1,88 + 0,01 198 + 0,01 197 + 0,01
Oleico C18:1 69,19 £+ 0,02 69,30+ 0,01 69,30+0,01 69,27+001 6933+£002 6951+003 6915 +013 69,12+ 0,02
Linoléico C18:2 10,34 + 0,01 10,31 £ 0,00 10,29 + 0,00 10,31 £ 0,00 10,26 + 0,00 10,38 + 0,01 10,24 + 0,00 10,23 + 0,00
Linolenico C18:3 0,58 + 0,01 0,56 + 0,00 0,55 + 0,00 0,57 + 0,00 0,56 + 0,01 0,57 + 0,00 0,57 + 0,00 0,57 + 0,00
Araquidico C20:0 0,40 + 0,01 0,37 = 0,00 0,39 + 0,01 0,35 + 0,01 0,38 + 0,01 0,39 + 0,01 0,40 + 0,02 0,42 + 0,01
Gadoleico C20:1 0,30 = 0,00 0,30 = 0,01 0,30 = 0,01 0,28 + 0,00 0,29 + 0,01 0,30 = 0,01 0,35 + 0,03 0,38 + 0,01
»+ Otros

Palmitico C16:0 15,62 + 0,02 14,18 + 0,19 13,23 £ 0,39 14,92 + 0,20 17,09 + 0,00 14,96 + 0,21 17,49 + 0,05 17,29 + 0,14
Palmitolenico C16:1 1,66 £ 0,00 1,70 £+ 0,01 1,70 + 0,00 1,69 + 0,00 161 + 0,01 169 + 0,01 163 £ 0,01 162 + 0,01
Stearico C 18:0 191 + 0,00 181 + 0,02 199 + 0,01 187 + 0,01 1,98 + 0,00 192 + 0,00 192 + 0,01 195 + 0,01
Oleico C18:1 69,19+ 0,02 70,41 +0,18 70,98+ 0,30 69,75+0,17 68,17 +0,01 69,66+ 0,14 67,73 +0,21 67,95+ 0,12
Linoléico C18:2 10,34 £ 0,01 10,63 + 0,04 10,79 + 0,09 10,50 + 0,04 9,94 + 0,01 10,50 + 0,04 9,90 + 0,11 9,92 + 0,03
Linolénico C18:3 0,58 £ 0,01 0,58 + 0,00 0,59 + 0,00 0,59 + 0,00 0,54 + 0,01 0,56 + 0,01 0,56 + 0,01 0,55 + 0,01
Araquidico C20:0 0,40 + 0,01 0,37 + 0,01 0,39 + 0,01 0,38 + 0,01 0,39 + 0,01 0,40 + 0,01 0,40 + 0,03 0,39 + 0,01
Gadoleico C20:1 0,30 = 0,00 0,31 £ 0,00 0,32 + 0,00 0,30 = 0,00 0,28 + 0,01 0,30 = 0,01 0,36 = 0,01 0,32 + 0,00

Valores expresados en tanto por ciento (media + desviacion estandar)
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Tabla4.17. Evolucion dd perfil de acidos grasos en funddn dd tiempo de almacenamiento y de la metodologia de conser vacion para €

aceite de oliva procedente delavariedad empeltre.

Almacenamiento (meses)

0 2 4 6 8 10 12 16

ontrol

Palmitico C16:0 10,94+0,01 11,19+0,00 11,24+ 0,01 11,24+0,13 11,34+0,01 10,81+0,31 10,80+0,18 11,34+0,10
Palmitoleico C16:1 0,47 + 0,02 0,44 = 0,02 0,47 + 0,00 0,48 + 0,01 0,48 + 0,01 0,45 + 0,02 0,43 £ 0,01 0,48 + 0,01
Stearico C18:0 262+0,03 2,71+0,05 2,62+ 0,03 2,62+ 0,01 2,62+ 0,02 2,63+0,01 2,60 £ 0,04 2,61+0,02
Oleico C18:1 72,08 + 0,02 71,74+ 0,03 72,08 + 0,02 72,16 +0,06 72,11+0,03 7252+ 0,26 72,57 +0,09 72,08+ 0,05
Linoleico C18:2 12,44+ 0,04 12,19+0,03 12,33+0,01 1228+0,01 12,23+0,01 12,32+0,06 12,32+0,02 12,26+ 0,00
Linolénico C18:3 0,56 £ 0,06 0,70 = 0,05 0,54 + 0,01 0,55 + 0,01 0,54 + 0,00 0,53+ 0,02 0,52 + 0,02 0,55 + 0,01
Araquidico C20:0 0,52+ 0,00 0,48 + 0,02 0,41+ 0,02 0,38 + 0,03 0,39 + 0,00 0,42 + 0,02 0,45 + 0,06 0,38 + 0,04
Galdoleico C20:1 0,37+£0,01 0,54+ 0,00 0,30 + 0,01 0,29 + 0,01 0,29 + 0,01 0,31 +0,01 0,31 +0,01 0,30 + 0,00
tmosfera

Palmitico C16:0 10,94+0,01 10,97 +0,01 11,52 + 0,00 12,12+0,74 12,33+0,72 11,35+0,01 10,97+0,14 11,38+0,01
Palmitoleico C16:1 0,47 + 0,02 0,47 = 0,00 0,52 + 0,00 0,55 + 0,02 0,51 +£0,02 0,52 + 0,00 0,49 + 0,00 0,48 + 0,00
Stearico C18:0 2,62+0,03 2,69+0,00 2,59 + 0,02 2,49+ 0,02 2,54 + 0,06 2,57+ 0,02 2,59 + 0,02 2,61+0,01
Oleico C18:1 72,08 + 0,02 72,23 + 0,03 71,88+ 0,01 71,46+064 71,47+0,32 72,08+ 001 72,33%0,09 72,06+ 0,02
Linoléico C18:2 12,44+0,04 12,13+0,01 12,22+ 0,01 12,18+0,06 12,06 +0,27 1223+0,04 12,27+0,00 12,21+0,03
Linolénico C18:3 0,56+ 0,06 0,64+ 0,04 0,57 + 0,01 0,55 + 0,03 0,51 +0,01 0,55 + 0,02 0,55 + 0,01 0,55 + 0,01
Araquidico C20:0 0,52+ 0,00 0,52+ 0,00 0,40 + 0,01 0,36 + 0,02 0,35 + 0,05 0,40 + 0,00 0,48 + 0,01 0,41+ 0,00
Galdoléico C20:1 0,37+ 0,01 0,36 £ 0,02 0,30 + 0,00 0,28 + 0,03 0,24 + 0,03 0,35 + 0,00 0,32 + 0,01 0,30 + 0,00
paco

Palmitico C16:0 10,94+0,01 11,64+0,01 11,31 +0,07 11,57+0,03 11,76 +0,19 11,22+0,16 11,17+0,08 11,31+0,08
Palmitoleico C16:1 0,47 + 0,02 0,54 + 0,01 0,49 + 0,00 0,54 + 0,00 0,50 + 0,01 0,49 + 0,01 0,47 + 0,01 0,49 + 0,01
Stearico C18:0 2,62+0,03 2,57+0,00 2,60 £ 0,02 2,59 + 0,02 2,59 + 0,04 2,59+ 0,00 2,55 + 0,07 2,59 + 0,03
Oleico C18:1 72,08 + 0,02 71,29+ 0,02 72,07 + 0,09 71,85+0,00 71,74+0,11 72,05+ 0,10 72,21+0,04 72,18+0,09
Linoleico C18:2 12,44+0,04 1251+0,04 12,28 + 0,00 12,19+0,01 12,23+0,00 12,33+0,01 12,29+0,01 12,20+0,03
Linolénico C18:3 0,56+ 0,06 0,61+0,01 0,55 + 0,01 0,56 + 0,00 0,53+ 0,02 0,56 + 0,00 0,54 + 0,02 0,55 + 0,02
Araquidico C20:0 0,52+ 0,00 0,45 + 0,03 0,41+ 0,01 0,40 + 0,00 0,37 + 0,01 0,46 + 0,06 0,45 £ 0,01 0,37 + 0,04
Galdoleico C20:1 0,37+0,01 0,39+0,01 0,29 + 0,00 0,29 + 0,00 0,28 + 0,02 0,30 + 0,00 0,31 +0,01 0,31+ 0,00
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Tabla 4.17. (Continuacion)

Almacenamiento (meses)

Inicial 2 4 6 8 10 12 16
mperatura
Palmitico C16:0 10,94+ 0,01 1087+0,00 1157+0,213 1145+0,17 1150+x0,36 11,67 0,07 11,72+ 0,02 11,94+0,10
Palmitoleico C16:1 0,47 +0,02 0,47+0,01 0,49+0,01 0,49+ 0,00 0,50+ 0,00 0,50+0,01 0,48+0,00 0,49+0,01
Stearico C18:0 2,62 +£ 0,03 2,74+£0,03 2,59+0,04 2,61 +0,01 2,60+£0,05 2,63 £ 0,02 2,63 £ 0,01 2,59 + 0,00
Oleico C18:1 72,08 £ 0,02 72,11+0,02 71,84+0,06 7198+0,13 7195+0,26 71,69+ 0,06 71,72+0,01 71,73+0,10
Linoleico C18:2 12,44+ 0,04 1242+0,00 12,32+0,00 1227+0,00 12,27+0,04 12,15%0,02 12,11+0,02 12,07+0,01
Linolénico C18:3 0,56 £ 0,06 0,60+£0,01 0,53+0,00 0,54+0,01 0,53 £ 0,01 0,59+0,01 0,55+0,01 0,53 + 0,02
Araquidico C20:0 0,52+ 0,00 0,45+ 0,00 0,38+£0,01 0,38+£0,01 0,37+£0,01 0,44+0,02 0,46+0,01 0,37+0,01
Galdoleico C20:1 0,37+£0,01 0,34+ 0,02 0,28 +0,02 0,28+ 0,02 0,28 +0,02 0,33 £ 0,00 0,33+ 0,00 0,29+0,00
>+ Otros
Palmitico C16:0 10,94+0,01 11,19+0,01 11,33+x0,00 1140+0,07 12,09+0,17 11,08+ 0,09 10,83 +0,12 11,40+ 0,03
Palmitoleico C16:1 0,47 +0,02 0,47 +0,00 0,47 +0,00 0,48 £ 0,00 0,51 +£ 0,00 0,47 +0,00 0,46 £ 0,01 0,49+ 0,00
Stearico C18:0 2,62 +£ 0,03 253+0,01 2,61+0,02 2,61 + 0,02 2,56+0,01 2,62 + 0,03 2,61 +£0,01 2,59 + 0,02
Oleico C18:1 72,08 + 0,02 72,17+£0,00 72,05+005 71,98+0,07 71,60x0,15 72,22 + 0,08 72,43 + 0,13 72,11 +0,06
Linoleico C18:2 1244+ 0,04 1246+0,03 12,31+0,03 1229+0,01 12,24+0,02 12,33+0,01 12,35+ 0,00 12,18+0,02
Linolénico C18:3 0,56+ 0,06 0,52+0,01 0,54+0,00 0,54+0,01 0,52+0,02 0,55+0,00 0,54+0,00 0,56+0,00
Araquidico C20:0 0,52+0,00 0,35+£0,01 0,40+0,00 0,40+ 0,02 0,35+0,00 0,42+0,01 0,46 £ 0,00 0,38+ 0,00
Galdoleico C20:1 0,37+£0,01 0,30+ 0,02 0,30+£0,01 0,29+£0,01 0,25+ 0,00 0,31+0,01 0,32+0,01 0,30+0,00

Valores expresados en tanto por ciento

(media + desviacion estandar)
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Resultados y discusién

Estos resultados estan en consonancia con el estudio de Guil-Guerrero et al,
(2009) en el cual no se observaron diferencias significativas en el contenido en &cido
oleico alo largo de 12 meses de conservacion, al estudiar el efecto del tipo de recipiente
(oscuro y transparente) en aceites de oliva procedentes de las variedades picual,

hojiblanca y arbequina.

Ademés, GoOmez-Alonso et al, (2007), tampoco observaron diferencias
significativas en el contenido en &cido oleico alo largo de 21 meses de almacenamiento
a baja temperatura y en ausencia de luz para el aceite de oliva de la variedad
cornicabra. Sin embargo, si observaron un descenso en el contenido en &cido linolenico
(entreun 6 y un 10 % de pérdida) y en el contenido en &acido linoleico (entreun 2 y un 4

% de pérdida) durante los 21 meses de almacenamiento.

No obstante, Morello et al. 2004, en un estudio de conservacion en oscuridad, si
detectaron una disminucion en el contenido en acido linoleico, a medida que aumentaba
el contenido en acido oleico a lo largo de los 12 meses de almacenamiento. Estos
autores propusieron que este fendmeno era consecuencia de la transformacién, mediante

procesos de oxidacion, del &cido linoleico (C16:2) en acido oleico (C16:1).

Globalmente, estos resultados ponen de manifiesto la elevada estabilidad del
aceite de olivavirgen extra. El hecho de que no se observaran cambios significativos en
el perfil de acidos grasos, puede deberse, en gran medida, a la presencia de compuestos
antioxidantes tales como los compuestos fendlicos o los tocoferoles capaces de proteger

al aceite de las reacciones de oxidacién (Bendini et al, 2009).

4.2.4. Evolucion de los componentes fendlicos durante la conservaciéon del

aceite de oliva

La relacion existente entre los compuestos fendlicos y la estabilidad del aceite de
oliva se encuentra ampliamente demostrada y documentada (Bendini et al, 2009), asi
como la relacion entre este tipo de compuestos y las propiedades organolépticas del
aceite (Velasco y Dobarganes, 2002; Inageros-Garcia et al, 2009) e, incluso, con los
efectos beneficiosos del aceite para la salud (Lopez-Miranda et al, 2010). De ahi que
sea de vital importancia conocer la evolucién de este tipo de compuestos durante la
etapa de conservacion, ya que de ello va a depender en gran medida la calidad fina del

aceite de oliva
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Resultados y discusién

a) Variedad arbequina

En el aceite de oliva procedente de la variedad arbequina, los fendlicos totales
(FT) detectados inicialmente fueron 175,49 + 6,33 mg &cido cafeico/kg aceite. El hecho
de aplicar un pretratamiento con US tampoco alteré de forma significativa (p < 0,05) el
contenido en FT. El contenido medio para las muestras pre-tratadas con US cuyo se

situd entorno alos 171,59 + 4,94 mg &cido cafeico/kg aceite.

En la Figura 4.24 se muestran los resultados de la evolucién del contenido de FT
del aceite de oliva para la variedad arbequina en funcion de las diferentes metodologias

de conservacién objeto de estudio.
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Control Atmosfera Opaco Temperatura us US+Altres

Figura 4.24. Evolucién del contenido en FT en funcion del tiempo de
almacenamiento y de la metodologia de conservacion para el aceite de oliva
procedente de la variedad arbeguina.

En general, no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en el contenido
de FT alo largo de los 16 meses de estudio, independientemente de |la metodologia de
conservacion, a excepcion del caso de la muestra Control, la cua experimentd una
ligera pero significativa (p < 0,05) disminucién a partir del duodécimo mes de
almacenamiento. Estos resultados indican que las metodologias de conservacion
utilizadas en este estudio no afectaron de forma significativa a la degradacion de los FT
durante los primeros 12 meses de almacenamiento, hecho que parece estar en aparente
desacuerdo con la mayoria de los estudios, los cuales concluyen que el contenido en FT
disminuye alo largo del periodo de conservacion como consecuencia de |os procesos de
oxidacién (Cingquanta et al., 1997; Psomiadou y Tsimidou, 2002; Vacca et al., 2005;
GoOmez-Alonso et al., 2007; Krichene et al., 2010).
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Resultados y discusién

b) Variedad empeltre

El aceite de oliva procedente de la variedad empeltre, presentd inicialmente
valores mas elevados de FT que el aceite de la variedad arbequina, situandose en torno
a 323,5 mg de &cido cafeico/kg aceite. Estos compuestos, tal y como se ha mencionado
anteriormente, estén estrechamente ligados a la variedad de aceituna a partir de la cual
se elabora el aceite de oliva. En este caso, el pre-tratameinto con US tampoco produjo

alteraciones significativas en el contenido en FT.

En la Figura 4.25 se muestran los resultados de la evolucién del contenido de FT
del aceite de oliva de la variedad empeltre en funcion de las metodologias de

conservacion objeto de estudio.

Durante la etapa de conservacion, en general, el aceite de oliva experiment6 un
descenso en el contenido de FT, pasando de 323 mg é&cido cafeico/ kg de aceite al inicio
del estudio hasta los 170 mg éacido cafeico/kg de aceite de a fina del periodo de
estudio. Esto conllevd a una pérdida general del 50% en el contenido FT alo largo de
los 16 meses de amacenamiento, independientemente de la metodologia de

conservacion.
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Figura 4.25. Evolucién del contenido en FT en funcion del tiempo de
almacenamiento y de la metodologia de conservacion para el aceite de oliva
procedente de la variedad empeltre.

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) entre diferentes

periodos de conservacion.

Dicha reduccion en el contenido FT se debe, principalmente, a los procesos de

oxidacién que experimenta el aceite de oliva durante su almacenamiento (Psomiadou y
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Resultados y discusién

Tsimidou, 2002). En este caso, los valores y la evolucion observada para este tipo de
compuestos concuerda con otros estudios publicados, en los cuales se analiz6 su
evolucion en condiciones de ausencia/presencia de luz (Caponio et al., 2005; Vacca et
al., 2005; Lerma-Garcia et al., 2009), utilizando una atmosfera inerte (Cinquanta et al.,
1997) y a baja temperatura (Di Giovacchino et al., 2002; Gomez-Alonso et al, 2007;
Krichene et al., 2010).

Al final del estudio de conservacion, no se observaron diferencias significativas (p
< 0,05) entre las diferentes metodologias de conservaciéon. De forma andloga, Caponio
et al. (2005), no observaron diferencias significativas (p < 0,05) a lo largo del periodo
de conservacion entre muestras de aceite de oliva almacenadas en presencia de luz y las

muestras que fueron conservadas en ausencia de luz.

4.2.5. Evolucion de la estabilidad oxidativa durante la conservacion del

aceite de oliva

Algunos investigadores afirman que la estabilidad oxidativa, determinada a p artir
del método Rancimat, a pesar de no estar considerada como un parametro de calidad,
proporciona una informacion muy valiosa sobre la vida util del aceite de oliva, ya que
engloba en un mismo parametro el efecto conjunto de todos los compuestos que
presentan caracter antioxidante (Aparicio et al, 1999; Beltran et al., 2000; Vacca et al.,
2005).

a) Variedad arbequina

Los valores de la estabilidad oxidativa en funcion de la metodologia de

conservaciony alo largo de 16 meses se presentan en la Figura 4.26.

A diferencia de las muestras conservadas a baja temperatura (Temperatura) las
cuales no experimentaron cambios significativos (p < 0,05) alo largo de todo el periodo
de conservacion, las demas muestras de aceite de oliva experimentaron un claro
descenso de la estabilidad oxidativa a lo largo del periodo de almacenamiento. Siendo
este descenso mas acusado para la muestra control, con una reduccion de la estabilidad
oxidativa del 85 % alos 16 meses de almacenamiento. Por tanto, a medida que se actué
sobre las fuentes potenciales de oxidacion, los resultados de la estabilidad oxidativa
fueron mejorando, siendo las muestras conservadas a baja temperatura y las pretratadas

con US las que conservaron mejor sus propiedades y en consecuencia las que
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presentaron los valores mas elevados de estabilidad oxidativa en todos los intervalos de

tiempo considerados.
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Figura 4.26. Evolucion de la estabilidad oxidativa durante del periodo de
conservacion en funcion de la metodologia de almacenamiento para el aceite
de oliva procedente de la variedad arbequina.

Diferentes letras indican diferencias dignificativas (p < 0,05), entre diferentes

periodos de conservacion.

b) Variedad empeltre

La evolucién de la estabilidad oxidativa a lo largo del estudio de conservacion

para el aceite de oliva procedente de la variedad empeltre se muestra en la Figura 4.27.

Comparando los valores de estabilidad oxidativa de los dos aceites de oliva objeto
de estudio, se observé como el aceite procedente de la variedad empeltre fue el que
presentd mayor estabilidad frente a la oxidaciéon. Este fendmeno esta relacionado o
justificado por el mayor porcentaje en é&cido oleico y mayor contenido en FT en

comparacion con el aceite procedente de la variedad arbequina.

No obstante, para la variedad empeltre también se observé un descenso
generalizado de la estabilidad oxidativa a medida que avanzo el tiempo de conservacion
del aceite, siendo los aceites sometidos al a metodologia de conservaciéon en frio, en
particular, el aceite pretratado con US, el que presentd los valores mas elevados de

estabilidad oxidativa a los 16 meses de conservacion.
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Figura 4.27. Evolucién de la estabilidad oxidativa durante del periodo de
conservacion en funcion de la metodologia de almacenamiento para el aceite
de oliva procedente de la variedad empeltre

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

Es evidente, tal como explican autores como Bendini et al., (2009) o Fadda et al.,
(2012), que el descenso observado en la estabilidad oxidativa a lo largo del
almacenamiento podria atribuirse a la degradacion de los compuestos minoritarios
presentes en el aceite de oliva. Prueba de ello, fue la elevada correlaciéon (segun el
coeficiente de Pearson) que hubo entre el descenso de la estabilidad oxidativa y el
contenido en FT para la variedad empeltre (p = 0,967; 0,937; 0,993; 0,995 y 0,923 para
las metodologias control, atmosfera, opaco, temperatura y ultrasonidos,

respectivamente).

4.2.6. Evolucion del andlisis organoléptico del aceite de oliva virgen durante

el periodo de conservacion

A continuacién, se presentan los resultados del andlisis organoléptico de los
estudios de conservacion de los aceites de oliva procedentes de las variedades
arbequina 'y empeltre bajo las diferentes metodologias de conservacion. Cabe
mencionar que no se han encontrado en la bibliografia estudios en los que se realice un
estudio exhaustivo de la evolucién de los diferentes atributos tanto positivos como

negativos que caracterizan al aceite de oliva, alo largo del periodo de conservacion.
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4.2.6.1. Variedad arbegquina

A continuacion, se presenta la evolucién de los diferentes atributos positivos para
el aceite de la variedad arbequina, para las diferentes metodologias de conservacion,

durante el periodo de almacenamiento.
a) Evolucion de los atributos positivos

El principal atributo positivo, contemplado por la legislacion europea
(Reglamento CEE 2568/91 y posteriores modificaciones) en la clasificacion del aceite

de oliva es €l frutado de aceituna. En la Figura 4.28 se muestra la evolucion de dicho

atributo a lo largo de los 16 meses de almacenamiento, para cada una de las

metodologias de conservacion utilizadas.
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Figura 4.28. Evolucién del atributo frutado de aceituna durante del periodo
de conservacion en funcién de la metodologia de almacenamiento para el
aceite de oliva procedente de la variedad arbequina.

Como se desprendre de la Figura 4.28, el valor inicial del atributo frutado en el
aceite de la variedad arbequina se situé en torno a los 5 puntos de intensidad, el cual
puede considerarse como una intensidad media. Teniendo en cuenta el periodo de
conservacion, independientemente de la metodologia, no se observaron cambios
significativos en la intensidad de este atributo a lo largo de los 16 m eses de

almacenamiento.
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En d cao dd atributo verde hoja, (Figura 4.29), tampoco se observaron
diferencias dgnificativas entre las diferentes metodologias de conservacion durante €

periodo de almacenamiento.
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Figura 4.29. Evolucion dd atributo verde hoja durante dd periodo de
conservacion en funcion de la metodologia de almacenamiento para d aceite
dedliva procedentedelavariedad arbequina.
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conservacion en funcion de la metodologia de almacenamiento para d aceite
deadliva procedentedelavariedad arbequina.
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En el caso del atributo Amargo (Figura 4.30). Exhibié una tendencia similar a los
atributos positivos anteriormente descritos, sin experimentar variaciones significativas

en su intensidad a lo largo de los 16 meses en que dur6 el estudio de conservacion.

Otro atributo, muy caracteristico en el aceite de oliva extra virgen es el picante.
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Figura 4.31. Evolucién del atributo picante durante del periodo de
conservacion en funcion de la metodologia de almacenamiento para el aceite
de oliva procedente de la variedad arbequina.

En cuanto a atributo picante del aceite, observando la Figura 4.31 para el
atributo picante, las muestras conservadas a baga temperatura (Temperatura)
presentaron, valores ligeramente superiores a lo largo del estudio de conservacion en
comparacion con las muestras conservadas a20 °C. No obstante, las diferencias entre
metodologias de conservacién a lo largo de los del periodo de amacenamiento
estudiado no fueron significativas.

Son varios los autores que describen la relaciéon directa entre los compuestos
fendlicos y los atributos amargo y picante (Angerosa et al., 2004; Kalua et al., 2007;
Bendini et al., 2009); Por este motivo, la no deteccion de diferencias significativas (p <
0,05) durante la evolucién del contenido en FT alo largo de los 16 meses de
conservacion, explicaria la poca variacion de intensidades en los atributos amargo y

picante durante el periodo de almacenamiento.
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Otro atributo caracteristico del aceite, procedente de las aceitunas en avanzado
estado de madurez es el atributo dulce. La evolucion con el tiempo de este atributo para

las diferentes metodologias de conservacion se muestra en la Figura 4.32
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Figura 4.32. Evolucion del atributo dulce durante del periodo de
conservacion en funcion de la metodologia de almacenamiento para el aceite
de oliva procedente de la variedad arbequina.

El valor que tomdé inicialmente este atributo se situé en valores cercanos ab
unidades de intensidad y, no se evidenciaron diferencias significativas a lo largo del
periodo de conservacion, manteniendo una intensidad constante con el tiempo,

independientemente de la metodologia de conservacion.

Normalmente, el atributo dulce sigue una tendencia inversa a los atributos de
frutado, picante y amargo (Bendini et al., 2009), es decir, a medida que la intensidad del
frutado va disminuyendo, ya sea consecuencia del mal estado de las aceitunas (Vichi et
al., 2009), o del aumento grado de madurez de éstas (Angerosa et al., 2004), o durante
el almacenamiento (Stefanoudaki et al., 2010), los aceites aumentan los valores del
atributo dulce. ElI hecho de no observar una disminucion significativa en las
intensidades de los atributos frutado de aceituna, amargo y picante, podria explicar que
el atributo dulce permaneceria practicamente inalterado al o largo del periodo de

conservacion.
b) Evolucion de los defectos sensoriales

Al igual que en el caso de los atributos positivos, también se evalud la posible

evolucion de los diferentes defectos sensoriales caracteristicos del aceite de oliva. La
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deteccion de algun tipo de defecto en el aceite de oliva conlleva la pérdida de la méxima
categoria comercial segin la normativa Europea (Reglamento CEE 2568/91 vy

actualizaciones).

En este sentido, cabe destacar que no se detectd ningun tipo de defecto
organoléptico en las muestras de aceite correspondientes a las diferentes metodologias

de conservacion estudiadas, alo largo de los 16 meses almacenamiento.

Una vez finalizado este el estudio, analizando conjuntamente los resultados del
andlisis fisico-quimico y del andlisis sensorial, se puede concluir que, por una parte,
durante los 16 meses de almacenamiento, todas las muestras analizadas pudieron
clasificarse dentro de la categoria de aceite de oliva virgen extra, mientras que por otra,
no se observaron diferencias entre las diferentes metodologias de conservacion, lo cual
parece indicar que la calidad inicial del aceite (bajo grado de acidez) provoca que los
efectos externos de conservacion (atmosfera inerte, ausencia de luz y baja temperatura),

no fueran relevantes para la conservacion del aceite.

4.2.6.2. Variedad empeltre

L os resultados correspondientes a la evolucion de los atributos positivos y de los
defectos organolépticos, para el estudio de conservacion del aceite de oliva procedente

de lavariedad empeltre se exponen a continuacion.
a) Evolucion de los atributos positivos

En la Figura 4.33 se muestra la evolucion del atributo frutado de aceituna a lo
largo de los 16 meses de almacenamiento, en funcion de las diferentes metodologias de

conservacion utilizadas.

El valor inicia de atributo frutado en el aceite de la variedad empeltre también se
situé en torno a los 5 puntos de intensidad. Independientemente de la metodologia de
conservacion, se observo un descenso en intensidad durante los cuatro primeros meses.
A partir de ese momento, las muestras conservadas en oscuridad (opaco) y en atmosfera
inerte (atmosfera) experimentaron un ligero descenso hasta el fina del estudio. Ademas,
en el caso de la muestra conservada en ausencia de luz, este valor se hizo cero apartir
de los 16 meses de almacenamiento, indicando la pérdida del atributo frutado de
aceituna, motivo por el cual, independientemente del andlisis fisico-quimico, dicho

aceite deberia clasificarse como aceite de oliva lampante, segin la normativa (CE)
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640/2008. Por otra parte, las muestras Control, Temperatura y US + Otros se
mantuvieron précticamente constante el valor del atributo frutado hasta los 16 meses de
conservacion. A pesar de que la evolucion o tendencia de este atributo fue bastante
similar entre las diferentes metodologias, hay que destacar que las muestras
almacenadas a baja temperatura (Temperatura y US + Otros) fueron las que
presentaron, durante la mayor parte del periodo de almacenamiento, los valores de
intensidad defrutado de aceituna més elevados, en comparacién con los valores de las

demas metodologias estudiadas.
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Figura 4.33. Evolucion del atributo frutado de aceituna durante el periodo
de conservacion en funcién de la metodologia de almacenamiento para el
aceite de oliva procedente de la variedad empeltre.

Estos resultados son comparables con los observados por Samaniego-Sanchez et
al., (2012), al estudiar el efecto del envase PET, vidrio y Tetra-Brik® (lo cual se traduce
en analizar el efecto de latransferencia de oxigeno através del envase y laincidencia de
la luz). Dichos autores observaron un ligero descenso en la intensidad del atributo
frutado de aceituna a lo largo de 9 meses de conservacion, para el aceite de oliva
procedente de la variedad picual. No obstante, las muestras conservadas en oscuridad
(Tetra-Brik®) fueron las que mantuvieron mejor las cualidades sensoriales del aceite de

oliva durante todo el estudio.

En otro estudio, Stefanoudaki et al., (2010) evaluaron los efectos del filtrado y la
atmosfera inerte (N,) durante el almacenamiento, observando cémo las muestras

filtradas de aceite de oliva, procedente de la variedad koronoiki, almacenadas cony sin
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N, experimentaron una clara disminucion de los atributos positivos, siendo esta
disminucién menor paralas muestras almacenada en atmosfera inerte.

En el caso del atributo verde hoja (Figura 4.34), el aceite de oliva de la variedad

empeltre presento valores ligeramente inferiores que en el caso del frutado de aceituna.
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Figura 4.34. Evolucion del atributo verde hoja durante el periodo de
conservacion en funcion de la metodologia de almacenamiento para el aceite
de oliva procedente de la variedad empeltre.

Al igual que en el caso del atributo frutado, las muestras experimentaron un
descenso gradual en la intensidad de este atributo durante el periodo de
almacenamiento, llegando aanularse a octavo mes para las muestras conservadas en
atmosfera inerte y en ausencia de luz. De todas las metodologias estudiadas, las
muestras conservadas a baja temperatura (con y sin US) fueron las que experimentaron
un menor descenso en la intensidad del atributo verde hoja a lo largo del estudio de
conservacion, siendo la muestra conservada a baja temperatura la Unica en la que no se

anul6 laintensidad del atributo verde hoja después de 16 meses de almacenamiento.

La Figura 4.35 se muestra la evolucion de la intensidad del atributo amargo para
cada una de las metodologias de conservacion estudiadas. La muestras control,
atmosfera 'y opaco experimentaron un descenso en la intensidad de amargo alo largo de
los 16 meses que durd el estudio de conservacion, pasando de una intensidad media de
4,4 a inicio del estudio, a intensidades de 2,2 para la muestra control, 1,7 para la
muestra atmosferay 15 para la muestra opaco alos 16 meses de almacenamiento. Sin

embargo, para las muestras almacenadas a baja temperatura (con y sin US), la
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intensidad del amargo permanecié précticamente constante hasta los 12 meses de
conservacion para la muestra pretratada con US (US + Otros), y hastalos 16 meses en

el caso de las muestra conservada en frio (Temperatura).
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Figura 4.35. Evolucion del atributo amargo durante el periodo de
conservacion en funcion de la metodologia de almacenamiento para el aceite
de oliva procedente de la variedad empeltre.
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Figura 4.36. Evolucion del atributo picante durante el periodo de conservacion en
funcion de la metodologia de almacenamiento para el aceite de oliva procedente
de la variedad empeltre.
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Otro atributo, bastante caracteristico en el aceite de oliva, y en concreto en el
aceite de la variedad empeltre, es el picante. La evolucion de dicho atributo a lo largo

del estudio de conservacién se expone en la Figura 4.36.

Tal y como puede observarse, en las muestras conservadas a baja temperatura
(temperatura) la intensidad del atributo picante permaneci6 précticamente constante a lo
largo de los 16 meses que dur6 el estudio de conservacion. Por otro lado, para la
muestra pretratada con US (US + Otros), la intensidad del atributo picante no present6
cambios significativas durante los ocho primeros meses de conservacion. A partir de
este momento se observo un ligero descenso hasta alcanzar una intensidad media de 3,2
alos 16 meses de conservacion. Las deméas muestras de aceite evaluadas presentaron un
descenso gradual desde el inicio, hasta aproximadamente el décimo mes de
almacenamiento, a partir del cual se estabilizo la intensidad media del atributo picante
alrededor de los 2,5 - 3 puntos, siendo la muestra control la que presentd los valores

mas bajos.

Samaniego-Sanchez et al., (2012) y Stefanoudaki et al., (2010), también
estudiaron la evolucién de los atributos amargo y picante en funcion del tipo de envase
y del uso de atmosfera inerte alo largo del periodo de almacenamiento, llegando ala
conclusion de que la intensidad de estos atributos iba disminuyendo a lo largo del
periodo de conservacion, siendo menor la disminucion, cuando se actuaba sobre las

fuentes externas de oxidacion.

La evolucion del atributo dulce a lo largo del tiempo de almacenamiento se
muestra en la Figura 4.37. Inicialmente el aceite de oliva de la variedad empeltre
presentd valores de intensidad media en torno a5 y como puede observarse, el atributo
dulce no experimento cambios significativos al o largo de los 16 meses de

almacenamiento.

Finalmente, el dltimo atributo considerado fue el astringente (Figura 4.38). El
valor inicial de intensidad media fue relativamente bajo, en torno a las 2 unidades. En
las muestras conservadas en atmosfera inerte (Atmosfera) y ausencia de luz (Opaco), €l
atributo astringente desaparecié a partir del cuarto mes de almacenamiento. En el caso
de la muestra control se observé un descenso progresivo a lo largo de los 8 primeros
meses de almacenamiento, llegando ad esaparecer ap artir del décimo mes de

conservacion. En el caso de la muestra conservada abaja temperatura (Temperatura),
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dicho atributo se mantuvo practicamente congante a los largo de todo € periodo de
conser vacion, mientras que parala muestra pre-tratada con ultrasonidos (US+ Otros), a
partir dd décdmo mes, mostré un descenso progresvo en U intenddad haga

desaparecer a final dd periodo de aimacenamiento.
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Figura4.37. Evolucion dd atributo dulceduranted periodo de
conservacion en fundon de la metodologia de almacenamiento para d acete
de oliva procedente delavariedad empeltre.
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Figura4.38. Evolucion dd atributo astringente duranted periodo de
conservacion en fundon de la metodologia de almacenamiento para d aceite
deoliva procedente delavariedad empeltre.

Ademas de los atributos positivos mencionados hasa ete momento, en d acete

de dliva de la variedad empdtre se han detectado otros atributos postivos tolerables y

221



Resultados y discusién

caracteristicos como son sensaciones que recuerdan a la almendra, alcachofa, nueces,
tomatera, tomate, entre otros. La intensidad de estos atributos se agruparon de manera
conjunta bajo el nombre de otros atributos tolerables, la evolucién de éstos se muestra

en laFigura 4.39.
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Figura 4.39. Evolucion de los otros atributos tolerables durante del periodo
de conservacion en funcién de la metodologia de almacenamiento para el
aceite de oliva procedente de la variedad empeltre.

Tal y como puede observarse, la muestras opaco, control y atmosfera,
experimentaron una pérdida gradual de estos atributos, llegando ad esaparecer aal
cuarto, sexto y octavo mes de conservacion, respectivamente. Las muestras conservadas
a baja temperatura, con y sin pre-tratamiento con US, no mostraron tal disminucion en
la intensidad, asi los atributos de almendra y nueces se detectaron conjuntamente con

cierta intensidad hasta los doce meses de almacenamiento.
b) Evolucion de los defectos sensoriales

Al igual que en el caso de los atributos positivos, también se analizaron la
aparicion y evolucion de los defectos sensoriales caracteristicos del aceite de oliva. Ya
que, como ser ha comentado, el simple hecho de detectar algun tipo de defecto implica
que el aceite de oliva pierda la categoria virgen extra segun la normativa (CE)
640/2008.

En la Tabla 4.18 se han reunido la evolucion de los diferentes defectos
sensoriales del aceite de oliva en funcién de las diferentes metodologias de

conservacion objeto de estudio y el periodo de almacenamiento.
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Tabla4.18. Evolucion de los defectos or ganolépticos durante € periodo de conservacion
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Defectos Periodo de conservacion (meses)
Inicial 4 6 8 10 12 16
Control
Atrojado/Borras 0,0x0,0 0,0+x0,7 0,0x10 0,0+x0,7 0,0x0,8 0,0x0,0 33£12
Humedo 0,0+£0,3 24+04 41+10 41+14 41+0,7 40+0,6 47+15
Avinado/Avinagrado 0,0x0,0 0,0x0,5 0,0x0,9 0,0+ 0,6 0,0+x0,7 0,0+ 0,6 0,0x0,8
Metélico 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0
Rancio 0,0x0,0 0,0+x0,7 0,0x0,5 0,0x12 0,0+x0,7 0,0x0,8 40+ 11
Otros defectos* 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,1 0,0x0,0 0,0+x0,7 0,0x0,0 0,0x0,0
tmosfera
Atrojado/Borras 0,0x0,0 0,0x0,8 0,0+x0,3 0,0+ 14 0,0+x0,7 0,0x0,0 0,0x10
Humedo 0,0+£0,3 24+05 2,7+05 31+08 34+03 36+06 6,0+ 10
Avinado/Avinagrado 0,0+0,0 0,0+ 0,5 0,0+0,6 0,0+ 0,9 0,0+0,3 0,0+0,6 23+0,9
Metélico 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0
Rancio 0,0+ 0,0 0,0+ 12 26+06 26+06 26+08 3,7+08 54+08
Otros defectos* 0,0x0,0 0,0+ 0,6 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,8 0,0x0,0 0,0x0,0
)paco
Atrojado/Borras 0,0x0,0 0,0x0,5 0,0x0,5 0,0+ 13 0,0+ 14 0,0+ 0,6 0,0x11
Humedo 0,0+£0,3 39+09 39+06 39+10 3,7+09 42+ 0,7 78+01
Avinado/Avinagrado 0,0+x0,0 0,0x0,5 0,0+x0,9 0,0+x0,3 0,0x0,8 0,0+x0,3 0,0x11
Metélico 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0
Rancio 0,0+ 0,0 20+06 20+06 22+06 22+04 22+06 37+16
Otros defectos* 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0x10 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0
remperatura
Atrojado/Borras 0,0x0,0 0,0x0,4 0,0x10 0,0x0,8 0,0x10 0,0+x0,3 0,0x0,4
Hdmedo 0,0+x0,3 0,0x0,4 0,0x11 0,0x10 0,0+x0,9 0,0x0,4 41+08
Avinado/Avinagrado 0,0x0,0 0,0+x0,0 0,0+x0,9 0,0x0,0 0,0x0,8 0,0x0,0 0,0x0,0
Metélico 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0
Rancio 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0+x0,7 0,0x0,0 0,0+ 0,6 0,0x0,0 14+ 13
Otros defectos* 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,8 0,0x0,0 0,0x0,0
Jltrasonidos
Atrojado/Borras 0,0x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 25+01
Hdmedo 0,0x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0+x0,1 34+£03
Avinado/Avinagrado 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+0,0 25+05
Metélico 0,0x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0
Rancio 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0
Otros defectos* 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0+x0,0 0,0x0,0 0,0x0,0
Valores expresados en escala de intensidad (0 - 10). Expresados como mediana + Desviacion tipica sdlida. * Solo se

detallan los indicados por més del 33% de los catadores.
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Tal y como puede observarse, la muestra de aceite de oliva empeltre utilizada
como control, asi como las muestras conservadas en atmosfera modificada (Atmosfera)
y ausencia de oscuridad (Opaco), ap artir del cuarto mes de amacenamiento
presentaron el defecto de humedad, ademas en el caso de la muestra conservada en
ausencia de luz (Opaco) también se apreciO cierta sensacion a rancio. A partir de este
punto del estudio, sensorialmente hablando, estos aceites abandonarian la categoria de
aceite de oliva virgen extra segun el Eeglamento (CEE 640/2008). Para estas muestras,
tal y como se observa en la Tabla 4.18, la intensidad de estos defectos aumento
progresivamente y de forma significativa a lo largo del periodo de conservaciéon hasta
alcanzar valores de hasta 7,8 de intensidad en el defecto de humedad para la muestra
opaco a finalizar el estudio de conservacion. Cabe sefialar que a final del estudio se
detectaron los defectos de atrojado en las muestras control y del defecto de avinado en

las muestras conservadas en atmosfera modificada.

Sin embargo, las muestras conservadas ab ga temperatura (con y sin pre-
tratamiento con US) presentaron comportamientos claramente diferentes al resto de las
metodologias de conservacion. En el caso de las muestras de aceite conservadas a baja
temperatura (Temperatura), no se detecté defecto alguno hasta el Ultimo andlisis del
estudio (16 meses), en donde apareci6 cierta sensacion a humedad y rancio. En el caso
de la muestra pre-tratada con US (US + Otros), tampoco presentaron defectos algunas
hasta el andlisis correspondiente a dieciseisavo mes de conservacion, en donde
aparecieron los defectos de humedad, atrojado y avinado/avinagrado. Cabe mencionar
que la muestra pretratada con US no apareciO el defecto rancio a lo largo de los 16

meses que duré el estudio de conservacion.

Samaniego-Sanchez et al. ( 2012) evaluaron el efecto del tipo de envase y la
temperatura de almacenamiento de aceite de oliva para la variedad picual. Dichos
autores observaron como las muestras conservadas en botellas de cristal a20 y 4 °C, a
partir del tercer mes de almacenamiento empezaron a detectarse |os defectos de rancio y
avinado los cuales aumentaron progresivamente hasta finalizar el estudio (9 meses). Por
su parte, las muestras almacenadas en Tetra-Brik® (opaco) a 20 y 4° C no
experimentaron ningun tipo de defecto durante los 9 meses que duré el estudio.
Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el andlisis sensorial expuesto en esta
tesis no se gustaria exactamente a las conclusiones de este trabajo, ya que, segun los

autores el efecto de la temperatura no fue capaz de detener la aparicion de defectos
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sensoriales. De hecho, tal y como se ha demostrado en este estudio, solo el hecho de
almacenar el aceite de oliva abajatemperatura (6 - 8 °C) fue capaz de evitar la aparicién

de defectos hasta al menos los 12 meses de conservacion.

Por lo tanto, parece claro que la metodologia mas adecuada, desde el punto de
vista sensorial, para el almacenamiento del aceite de oliva virgen extra, es la
conservacion a baja temperatura, sin llegar a diferenciar claramente entre las muestras
pre-tratadas con US y las no pre-tratadas. Utilizando estas condiciones de
almacenamiento se ha conseguido mantener dentro de la categoria virgen extra el aceite
de oliva de la variedad empeltre hasta un periodo de 12 meses, lo cual es mas destacable
si se tiene en cuenta el GA inicial del aceite, préximo al limite regulado para la

categoria virgen extra.

4.2.7. Otras observaciones relevantes: cristalizacion de las muestras durante

el periodo de conservacion a baja temperatura

Analizando de forma conjunta los resultados de los andlisis fisico-quimicos y
sensoriales, realizados a lo largo de la evolucién de la conservacion del aceite de oliva,
parece claro que la metodologia més adecuada para la conservacion del aceite de oliva
virgen extra cuando este presenta inicialmente un GA elevado y préximo a limite
legislado para la méxima categoria temperatura, es la conservacion a baja temperatura.
No obstante, hay que destacar el hecho que cuando el aceite de oliva se encuentra dentro
del rango de temperaturas comprendidas entre 0 y 8 °C se produce la formacion de un
precipitado de color blanco-amarillento debido a la cristalizacién de los triglicéridos

(TAGS).

La variedad de acidos grasos que forman los triglicéridos presentes al aceite de
oliva son en parte los responsables de la complejidad del proceso de cristalizacién
(Jansen y Birch, 2009). Si se considera que los acidos grasos representan
aproximadamente un 99% en peso del aceite de olivay que de éstos el mayoritario (65-
80 %) es el acido oleico, este ser4 el componente principal que condicionara el proceso

de cristalizacién del aceite de oliva.

Tomando en consideracion este importante aspecto, era mas que previsible que las
muestras conservadas atemperatura de refrigeracion, a medida que pasara el tiempo de
almacenaje, mostraran sintomas de la cristalizacion, y de hecho, asi se observd de forma

clara en este tipo de muestras.
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Las muedras conservadas at emperatura de refrigeracion, tanto la tratada con
ultrasonidos como la que no fue tratada, como ya s ha comentado en d apartado de
envasado, se conservaron au na temperatura aproximada de 5 - 6 °C. Durante los
andliss periddicos a los que fueron sometidas, a partir dd cuarto mes se empezaron a
detectar importantes diferencias en d grado de crigalizacion que presentaban ambas
muedras. Asi, ap esar dd color oscuro dd vidrio, se observdé como las muedras
conservadas atemperatura de refrigeracion sn tratamiento previo con US presentaban
mas sintomas de crigalizacion que las muedras conservadas a la migna temperatura,

pero tratadas con pulsos ultrasdnicos.

En laFigura 4.40 puede observar e la diferencia en € grado de crigtalizacion entre una
muestratratada con US (probeta de la izquierda) y la no tratada (probeta de la der echa)
después de s conservadas a una temperatura de 4 - 6 °C, para € caso dd aceite de
oliva procedente delavariedad arbequina

Figura4.40. Comparacion dela crigalizacion para de aceite deolivavirgen extradela
variedad arbequinatratada cony sn US; a) muestrainicial; b) después de 4 messsde
amacenamiento a 6-8°C detemperaturay c) después de 8 meses de almacenamiento a4
- 6° C detemperatura.
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El comportamiento de las muestras correspondientes a la variedad empeltre
en cuanto a proceso de cristalizaciéon de los TAGs fue muy similar a lo observado para

la variedad arbequina, tal y como puede apreciarse en la Figura 4.41.

Figura 4.41. Comparacion de la cristalizacion para de aceite de oliva virgen extra de la
variedad empeltre tratada cony sin US; a) muestrainicial; b) después de 4 meses de
almacenamiento a4 -6°C detemperaturay c) después de 8 meses de almacenamiento a
4 - 6 °C de temperatura.

Una posible explicacion de este fendbmeno se basa en el hecho que la
aplicacion de los US pueda afectar alos agentes de nucleacion presentes en la matriz del
aceite de oliva, reduciendo su capacidad de actuar como tales. No obstante, seria
interesante investigar con més profundidad este importante aspecto, dada la importancia

de este fendbmeno anivel industrial por los elaboradores de aceite de oliva

Con lo descrito anteriormente se entiende que realizando un pretratamiento con
pulsos ultrasénicos y almacenando el aceite en condiciones Optimas, puede tratarse de
un buen método de conservacion, ya que aparte de mantener las propiedades fisico
quimicas y organolépticas, se mantiene el aceite més tiempo en estado liquido a
temperatura de refrigeracion, ya que se evita un problema caracteristico de los aceites

conservados a baja temperatura como es el de la cristalizacion de la materia grasa.

Por este motivo, a no tener constancia del uso de US en la conservacion del
aceite de oliva, se decidi6 proteger dicha metodologia mediante una patente n°
P25827ES00 (Femenia et al., 2011).
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4.3. Aprovechamiento de los subproductos de almazara. Extraccién de compuestos

bioactivos asistida acusticamente

En este tercer y ultimo bloque de la presente tesis doctoral se presentan los
resultados experimentales obtenidos en el proceso de extraccion de compuestos
fendlicos del orujo de almazara (OOMW) asistido mediante ultrasonidos (US) de

potencia.

4.3.1. Efecto de los US de potencia sobre la extraccion de compuestos

fendlicos del orujo de almazara

En funcién de la materia prima, y antes de la aplicacién de los US de potencia, la
seleccion del disolvente extractor es fundamental para poder llevar a cabo la extraccion
de compuestos fendlicos con éxito. En este sentido, y teniendo en cuenta, por una parte,
que las mezclas alcohol-agua son los mas utilizadas en este tipo de extracciones (Wang
et al., 2008; Lafka et al., 2011; Ahmad-Qasem et al., 2013), y por otra, la posibilidad de
utilizar los extractos como ingredientes funcionales en la industria agroalimentaria (lo
que conlleva la utilizacion de solventes no téxicos), hizo que una solucion de
etanol:agua a 50% (v/v), fuera el disolvente seleccionado para la realizaciéon de este

tipo de extracciones.

Una vez fijado el tipo de disolvente extractor, se procedié aevaluar el efecto de
los US en el proceso de extraccion de los compuestos fendlicos del orujo de almazara en
funcion de la potencia aplicada. Tal y como puede observarse en la Figura 4.42, a
medida que la potencia de US aplicada aumentdé de 175 a 425 W/L, se produjo un
aumento significativo (p < 0,05) en la cantidad de FT extraidos, en concreto se paso de
2500 hasta 3650 m g acido cafeico/ kg O OMW (bs). Hay que destacar que estas
experiencias se |levaron a caba o unatemperatura controlada de 20°C con la finalidad de
minimizar el efecto que ejerce la temperatura sobre la extraccion de este tipo de
compuestos. Se ha comprobado como los US juegan un papel importante en la ruptura
del tejido vegetal aumentando los procesos de transferencia de materia y por tanto el
rendimiento de extraccion (Ahmad-Qasem et al., 2013). Estos resultados estdn en
concordancia con las observaciones realizadas por Carcel et al, (2010), quienes
observaron como los rendimientos de extraccion de los FT apartir de hojas de olivo
eran superiores cuando el proceso era asistido mediante US en comparacion con la

extraccion convencional (agitacién mecanica). De hecho, son numerosos los autores que
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han descrito recientemente como los US de potencia mejoran la extraccion de diferentes
compuestos bioactivos de interés nutricional ap artir de diferentes matrices vegetales
(Carcel et al., 2010; Hossain et al., 2012; Sahim et al., 2013; Wang et al., 2013;
Minjares-Fuentes et al., 2014; Gonzalez-Centeno et al, 2014)
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Figura 4.42 Efecto de los ultrasonidos de potencia sobre la extraccion
de compuestos fendlicos (temperatura constante, 20 °C).

Una vez demostrado la eficacia de la extraccion asistida con US de potencia, el
objetivo del trabajo fue la optimizacion del proceso de extraccion en funcion de la
densidad de potencia de US aplicada, de la relacion disolvente/soluto y del tiempo de
extraccion. Estas mismas variables han sido estudiadas en la optimizacion de la
extraccion, asistida por US, de compuestos fendlicos en granadas (Tabaraki et al.,

2012), mejorana (Hossaim et al., 2012) o Sparganii rhizoma (Wang et al., 2013).
4.3.2. Aplicacion del disefio experimental

Con el objeto de optimizar el proceso de extraccion de FT, y asu vez de la
capacidad antioxidante de los extractos obtenidos a partir del OOMW, en funcién de la
potencia ultrasonica, de la relacion disolvente/soluto y del tiempo de operacion, se
aplicd la metodologia de superficie de respuesta (RSM). Para €llo, se utilizé un disefio
experimental tipo Box-Behnken (BBD) de tres variables, con tres niveles
experimentales para cada una de ellas, realizando un total de 17 experimentos con cinco

réplicas del punto central tal como se puede observar en la Tabla 4.19.
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Tabla 4.19. Condiciones de extraccién del disefio Box-Behnken

Exp. POtg/nviiS us disol vlzr?::wl uto Z)Lte:r;ggi gr?

(mL/g) (min)
1 375 (1) 25 (-1) 15 (0)
2 375 (1) 15 (0) 27 (1)
3 375 (1) 5 (1) 27 (1)
4 275 (0) 15 (0) 15 (0)
5 275 (0) 15 (0) 15 (0)
6 275 (0) 5 (1) 3 (-1)
7 275 (0) 25 (-1) 27 (1)
8 275 (0) 15 (0) 15 (0)
9 135 (-1) 25 (-1) 15 (0)
10 135 (-1) 5 (1) 15 (0)
1 375 (1) 15 (0) 3 (-1
12 275 (0) 15 (0) 15 (0)
13 175 (-1) 15 (0) 3(1)
14 275 (0) 15 (0) 15 (0)
15 175 (-1) 15 (0) 27 (1)
16 275 (0) 5 (1) 27 (1)
17 275 (0) 25 (-1) 3 (-1)

Losvalores 1, 0, -1 corresponden a las variables codificadas

De acuerdo con el disefio Box-Behnken propuesto en la Tabla 4.20 se presentan
los 17 valores experimentales y calculados del contenido de FT de los extractos
obtenidos para cada uno de los experimentos realizados, asi como de la capacidad
antioxidante de los extractos analizada mediante los métodos ABTS, CUPRAC vy
FRAP.

Tal y como puede observarse, los valores experimentales obtenidos oscilaron
entre 1657,1 y 3596,1 mg é&cido cafeico/lkg OOMW (bs) para los FT. En cuanto a la
capacidad antioxidante de dichos extractos, los resultados estuvieron comprendidos
entre 15,99 y 35,72 mM trolox’kg OOMW (bs) para el método CUPRAC, entre 5,92 y
16,58 mM trolox/Kg OOMW (bs) para el método ABTS y entre 7,99 y 16,51 mM
trolox/kg OOMW (bs) para el método FRAP.
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Tabla 4.20. Valores experimentales y calculados del contenido de FT, y de la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de la
extraccion de orujo asistida mediante ultrasonidos de potencia.

FT® CUPRAC ABTS® FRAP®
Experimento Experimental”  Calculado  Experimental® Calculado  Experimental® Calculado  Experimental® Calculado
1 3479,2 £ 49,9 3690,7 34,56 + 124 36,16 13,62 £ 0,70 14,14 16,13 + 0,79 16,81
2 3596,1 + 78,6 3330,0 35,72 + 168 33,09 16,58 + 0,68 16,43 16,51 + 0,61 12,19
3 2958,4 + 99,5 3198,5 27,75 £ 0,65 30,40 8,36 = 0,36 8,97 11,08 £ 0,71 12,74
4 3251,5 + 104,1 3090,0 29,80 + 1,07 28,92 12,79 £ 0,39 11,81 14,64 £ 0,70 14,43
5 3256,7 + 22,7 3090,1 30,24 + 1,09 28,92 12,61 + 0,57 11,81 14,88 £ 0,75 14,43
6 2133,0+ 97,9 2078,5 20,23 = 0,96 19,21 6,87 + 0,17 6,78 9,23 + 0,52 11,86
7 3521,7 £ 64,7 3576,3 35,31 + 1,73 36,01 15,00 + 0,69 14,46 16,27 + 0,51 13,65
8 3365,6 £ 57,3 3090,0 30,45 £ 1,35 28,92 12,10 + 0,50 11,81 15,94 + 0,58 14,43
9 3529,7 + 1243 3289,6 35,71 £ 1,32 32,69 11,35 + 0,30 10,62 16,31 + 0,57 14,65
10 2256,6 + 56,8 2045,1 18,84 + 0,69 17,24 6,78 + 0,32 6,32 9,53 £ 0,20 8,87
11 2986,2 + 62,4 2800,6 27,02 + 1,56 25,27 9,67 £ 0,44 9,03 14,23 + 0,57 16,22
12 2892,7 + 62,9 3090,0 27,86 £ 1,06 28,92 10,51 + 0,30 11,81 13,91 + 0,53 14,43
13 1657,1 + 58,8 1923,2 15,99 + 0,83 18,58 592 + 0,17 6,46 7,99 = 0,27 12,32
14 2683,6 + 129,2 3090,0 25,97 £ 0,85 28,92 10,93 + 0,52 11,81 12,74 + 0,43 14,43
15 2467,1 + 50,4 2652,7 21,35 £ 1,15 23,15 10,19 £+ 0,40 10,86 12,05 + 0,29 10,07
16 23489 £ 1114 2374,8 22,32 + 1,00 22,20 8,40 + 0,40 8,31 10,41 £ 0,33 6,79
17 2639,7 + 90,9 2613,7 26,50 £ 1,32 26,61 8,03 + 0,29 8,13 11,23 + 0,49 14,86
* Todos los resultados se presentan como media *+ desviacion estandar (n=6); los resultados se expresan en mg &acido cafeico/Kg OOMW (bs); ° los

resultados se expresan en mM trolox’kg OOMW (bs)
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De los 17 e xperimentos realizados, los extractos que presentaron un mayor
contenido de FT, y asu vez una capacidad antioxidante mas elevada, determinada por
las trés técnicas utilizadas, fueron los extractos obtenidos utilizando las condiciones de
375 WI/L de potencia, 15 mL/g de grado de dilucion y 27 min de extraccién

(experimento 2).
4.3.3. El ajuste de los modelos de superficie de respuesta

Con la finalidad de evaluar la significancia de los modelos de regresion lineal
multiple generados por la RSM se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) (Tabla
4.21). EI ANOVA mostr6 como todos los modelos de regresion lineal mdltiple
obtenidos tanto para la extraccion de FT, asi como para la determinacion de la
capacidad antioxidante (segun la metodologia CUPRAC, ABTS y FRAP) fueron
significativos (p < 0,05).

Tabla 4.21. ANOVA del DBB utilizado para la extraccion de compuestos fendlicos,
asistida con US, apartir del orujo de ailmazara

Fuente GL Suma de Cuadr_ados F i R: Adeg-
cuadrados  medios prec.
FT
Regresion 9 4473172 497019 4,60 0,028 0,855 9,91
Lineal 3 3509011 1169670 10,82 0,005
Cuadrado 3 701720 233907 2,16 0,18
Interaccion 3 262441 87480 0,81 0,528
Falta de gjuste 3 422736 140912 1,69 0,306
CUPRAC
Regresion 9 530,44 58,93 7,40 0,008 0,905 12,36
Lineal 3 440,14 146,71 18,41 0,001
Cuadrado 3 53,87 17,95 2,25 0,169
Interaccion 3 36,42 12,14 152 0,290
Falta de gjuste 3 41,45 13,81 3,86 0,113
ABTS
Regresion 9 116,10 12,90 11,71 0,002 0,938 18,83
Lineal 3 95,27 31,75 28,84 0,000
Cuadrado 3 14,31 4,77 4,33 0,050
Interaccion 3 6,52 2,17 1,97 0,207
Falta de gjuste 3 3,62 1,20 1,18 0,422
FRAP
Regresion 9 108,08 12,01 4,54 0,029 0,854 13,81
Lineal 3 86,42 28,81 10,89 0,005
Cuadrado 3 16,39 5,46 2,07 0,193
Interaccion 3 5,25 1,75 0,66 0,601
Falta de gjuste 3 12,87 4,29 3,04 0,155




L os modelos de regresion lineal maltiple generados mediante la aplicacion de la
RSM estan constituidos por tres componentes que determinan el orden de los mismos:
un componente lineal, un componente cuadratico y un componente de interaccion lineal.
Los cuales asu vez determinan el orden del modelo desarrollado. Los modelos
desarrollados para los FT, CUPRAC y FRAP mostraron que solo el componente lineal
fue significativo (p < 0,05) mientras que para el ABTS los fueron tanto el componente

lineal como el cuadrético.

Adicionalmente, se evalud el andlisis de la fata de ajuste (LOF) de los modelos
desarrollados, con el objetivo de observar si estos se gjustan correctamente alos datos
experimentales. Un valor de p > 0,05 en la prueba de LOF indica que el modelo
formulado se gjusta a los datos experimentales, y que tiene la capacidad de predecir
correctamente la respuesta (Bezerra et al.,, 2008). En este caso, el andlisis de LOF
mostr6 que los modelos formulados para la extraccion de FT, asi como los
correspondientes a la capacidad antioxidante (CUPRAC, ABTS y FRAP), se gjustaron a

los datos experimentales (p > 0,05).

Por otra parte, el coeficiente de correlacion R* también fue utilizado para evaluar
el porcentaje de respuestas que son explicadas por los modelos formulados. Los valores
de R’ fueron de 0,855 para el modelo de los FT, mientras que para los modelos de la
capacidad antioxidante fue de: 0,905 para el método CUPRAC, 0,938 para el método
ABTS vy 0,854 para el FRAP.

Finalmente, para una mejor validacion de los modelos propuestos, se
compararon los valores experimentales (X.,) y los calculados (X.,.) en base a
parametros estadisticos 'adequate precisiori (AP, ecuacion [3.17]) y error relativo
medio (ERM, ecuacion [3.18]).

El pardmetro AP determina larelacion existente entre las respuestas calculadas y
el error residual del disefio experimental. Cuando toma valores superiores a 4 se
considera que €l error residual del conjunto de datos es lo suficientemente pequefio con
respecto al os valores calculados, como para que e modelo pueda predecir
satisfactoriamente las respuestas en la zona experimental o de operacion (Noordin et al.,
2004). En el presente estudio, los valores de AP (Tabla 4.21) fueron 9,91 para el
modelo correspondiente a los FT, mientras que para los modelos de la capacidad

antioxidante fue de: 12,36 para el método CUPRAC, 18,83 para el método ABTS y



13,81 para el método FRAP, presentando en todos los casos un ratio sefial/ruido

superior a 4.

Por su parte, el parametro ERM permite evaluar la precision del modelo,
debiendo presentar valores reducidos, cuanto méas bajo es el valor méas peciso es el
modelo (Basy Boyaci, 2007). En el presente estudio, el ERM para el modelos de FT fue
de 6,71%, mientras que para la capacidad antioxifante fue de 6,16%, 5,25% y 5,06%
para los modelos correspondientes a los métodos CUPRAC, ABTS y FRAP,

respectivamente. Confirmando nuevamente la bondad de los modelos propuestos.

En base a los resultados obtenidos en el ANOVA, el coeficiente de correlacion,
la falta de agjuste, y los parametros AP y ERM, puede concluirse que los modelos
formulados para la extraccion asistida por US de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante del orujo de almazara, explican satisfactoriamente el comportamiento del
sistema, presentando un buen gjuste de los resultados experimentales a la ecuacion de
segundo orden [4.1] y pueden, en definitiva, utilizarse para la prediccion de las

respuestas por interpolacion en el dominio experimental considerado.

En base a esto, se formularon los modelos para cada una de las respuestas del

proceso.
[4.2] Fendlicos totales:

F7/ = 3090,04 + 388,67" - 434,19X, + 314,72X, - 9,12X"* -
24,93X| - 404,26X.; + 188,07;" - 50,02;” - 166,55X,X,

[4.3] Capacidad antioxidante - CUPRAC:

Ci/P&4C = 28,922 + 4,157” - 5,303X, + 3,098X, - 0,395X* + 0,595X’
- 3,509X, + 2,425XiX, + 0,812* " - 1,600X.X,

[4.4] Capacidad antioxidante - ABTS:

iWS = 11,811 + 1,543Xi - 2,137X, + 2,227X, - 0,522X* - 1,276X;
- 1,088X; - 0,219XiX, + 0,257XiX, - 1,231X,X,

[4.5] Capacidad antioxidante - FRAP:

FfirP = 14,420 + 1,507Xi - 2,462X, + 1,569X, - 0,124X* - 1,034X*
- 1,601X* + 0,429XiX, - 0,443XiX, - 0,965X.X,



A continuacién, los términos de cada uno de los componentes de los modelos
fueron analizados estadisticamente con el objetivo de observar aquellos que afectan
significativamente a la respuesta del modelo. Para ello, se utilizaron los diagramas de
Pareto con la finalidad de observar de forma gréfica aquellos términos que fueron
estadisticamente significativos (p < 0,05). Ademés, este tipo de graficos permiten
observar lajerarquia en importancia de los diferentes términos del modelo. Este andlisis
se realizd para cada uno de los modelos, los cuales se muestran en los apartados

siguientes.
4.3.3.1. Extracciéon de compuestos fendlicos

El diagrama de Pareto obtenido para el modelo de extraccion de FT (Figura
4.43) mostr6 como el término lineal del grado de dilucién (x,) y de la potencia de US
(Xj), en este orden, son responsables de los efectos mas importantes involucrados en el
modelo. Ademas, los términos lineales de tiempo (x) y €l término cuadrético del tiempo
de extraccion (x°) también mostraron efectos significativos sobre la extraccion de FT
del orujo de almazara. Por el contrario, €l término de interaccién entre variables (xj*x,
Xj*xy x*x) asi como los términos cuadrético del grado de dilucién (x,?) y de potencia

de US (x ) no presentaron efectos significativos (p > 0,05) para el modelo de los FT.

No se han encontrado estudios en los cuales se evaluaran los efectos de la EAU
de compuestos bioactivos a partir de orujo de almazara. No obstante, estos resultados
son similares o c omparables a los observados por Ghafoor et al., (2009a y 2009b)
quienes indicaron que el tiempo de extraccion era el término estadisticamente més
significativo en laEAU de FT y en la capacidad antioxidante en pepitas y pieles de uva.
8ahim et al., (2013) llegaron ala misma conclusion a estudiar el efecto del grado de
dilucién, el tiempo de extraccion y la concentracion de EtOH como disolvente extractor

en laEAU de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en hojas de olivo.



(2)Grado de dilucién (mL/g)(L) 3,735167

(1)Potencia US (W/L)(L) 3,343578

(3)Tiempo (min)(L)

12,707405
Tiempo (min)(Q) -2,52299

1Lby2L

2L by3L 1,013136

1L by3L -,304272

Grado de dilucién (mL/g)(Q) -,155594
Potencia US (W/L)(Q) -,056945
p=,05

Figura4.43. Diagrama de Pareto correspondiente a la extraccion de
FT dd orujo deamazaraen funcidon delasvariables de proceso

4.3.3.2. Capacidad Antioxidante

A continuacidon s muedran los diagramas de Pareto correspondientes a la
capacidad antioxidante dd orujo de almazara evaluado segin las metodologias
CUPRAC, ABTSy FRAP.

a) CUPRAC

LaFigura4.44 muedra d diagrama de Pareto que permite observar de forma
gréfica los diferentes términos que presentaron efectos significativos en d moddo
formulado para d mé&odo de CUPRAC.

Como puede observarse en la figura, d moddo para € mé&odo de CUPRAC
mostr6 unatendencia smilar aladecritaparalosFT, sendo € término lineal dd grado
dedilucion (x,) d més representativo, seguido de la potencia de US (X)) as como de los
términos lineal y cuadratico dd tiempo de extraccion (x/). De forma andloga alos FT
los términos de interaccion entre variables (Xj*x,; Xj*X, y X.*x,) ad como los té&rminos
cuadréticos dd grado de diluciéon (x,?) y de la potencia de US (x*) no presentaron

efectos ggnificativos (p > 0,05).



(2)Grado de dilucién (mL/g)(L) 5,314)

(1)Potencia US (W/L)(L) 4,165799

(3)Tiempo (min)(L) L11113,104842

Tiempo (min)(Q) -2,55066

1Lby2L |-1,71866

2L by3L j1,1338

1L by3L ,5755951

Grado de diluciéon (mL/g)(Q) e ,4328946

Potencia US (W/L)(Q) i-,28751

P=,05

Figura 4.44. Diagrama de Pareto para el modelo correspondiente a
la capacidad antioxidante determinada mediante el método de
CUPRAC en funcién de las variables de proceso

b) ABTS

En el caso de la capacidad antioxidante determinada mediante el método del
ABTS, el diagrama de Pareto se muestra en la Figura 4.45. Segun el andlisis de
varianza de este método, y adiferencia del método CUPRAC, el término lineal del
tiempo de extraccion (x) y grado de dilucion de la muestra (x) fueron los parametros
que presentaron mas significancia del modelo. Ademés, aunque en menor medida, |os
términos lineales de la potencia de US (x), el término cuadratico del grado de dilucion
(x,), asi como el término de interaccion entre el grado de dilucion y el tiempo de
extraccion (x*x) también mostraron efectos significativos sobre la capacidad
antioxidante evaluada segun el método ABTS. Por el contrario, los términos de
interaccion entre variables potencia de US y grado de dilucién (x*x,), la interaccién
entre la potencia de US y el tiempo de extraccién (x*x,), asi como los términos
cuadraticos del tiempo de extraccion (x,) y potencia de ultrasonidos (x°) no

presentaron efectos significativos (p > 0,05).



(3)Tiempo (min)(L) k 6,00284

(2)Grado de dilucion (mL/g)(L) f 5,760381

(1)Potencia US (W/L)(L) 4158514

Grado de dilucién (mL/g)(Q) | -2,49522

abysl | - 12346213

I
Tiempo (min)(Q) f —2,129‘]

Potencia US (W/L)(Q) k -1,02188

1Lby3L F ,4909445

Lby2L b 4172345

p=,05

Figura4.45. Diagrama de Pareto para d modedo correspondiente a
la capacidad antioxidante determinada mediante d méodo de
ABT Sen funcdn delasvariablesde proceso

c) FRAP

EnlaFigura 4.46 Serepresnta € diagrama de Pareto para d méodo FRAP.

(2)Grado de dilucion (mL/g)(L) 4,28320.
(3)Tiempo (min)(L)
(1)Potencia US (WI/L)(L)
Tiempo (min)(Q) -2,02092

Grado de dilucién (mL/g)(Q)

2L by3L

1Lby3L -,545508

1Lby2L __ |-.528378
Potencia US (W/L)(Q) -,156795

p=,05

Figura4.46. Diagrama de Pareto para e modedo correspondiente a
la capacidad antioxidante determinada mediante d méodo de
FRAP en funcion delasvariablesde proceso

En ege caso, solo tuvieron dgnificancia los términos lineales, entre dlos, d méas

dgnificativo fue & término lineal dd grado de dilucidon (x,) seguido de los términas



lineales de tiempo de extraccion (x) y del término lineal de la potencia de US (x). Los

demés términos (cuadréticos e interacciones entre variables) no fueron significativos.
4.3.4. Superficies de respuesta

La superficie de respuesta es la representacion gréfica del modelo generado por la
regresion lineal multiple. De esta forma es posible visualizar la(s) respuesta(s) en
funcion de las variables o factores del proceso estudiado. Estas graficas pueden ser
presentadas en dos y tres dimensiones, las cuales son conocidas comunmente como

grafica de contorno y gréfica de superficie, respectivamente.

Las representaciones graficas generadas por los modelos de FT, y de capacidad
antioxidante evaluada segun los métodos CUPRAC, ABTS y FRAP, de los extractos
obtenidos, mediante asistencia ultrasonica, ap artir del OOMW, se muestran en las
Figuras 4.47, 4.48, 4.49 y 4.50, respectivamente. En los gréficos 2D y 3D se muestra la
respuesta en funcion de dos de las tres variables analizadas, mientras que la variable

restante se mantiene en el punto intermedio o nivel cero.

4.3.4.1. Efecto de las variables de extraccién sobre los fendlicos

totales

En las Figuras 4.47a, b y ¢ se representa el efecto de la potencia acustica y del
grado de dilucién, asi como del tiempo de procesado sobre la extraccion asistida por US
de compuestos fendlicos del orujo de almazara. Con respecto a efecto simultaneo del
grado de dilucién y la potencia acustica (Figura 4.47a), se observé un incremento lineal
del rendimiento de extraccion a medida que aumentaba la potencia de US desde 175
hasta 370 W/L. Este efecto lineal también se observé para el aumento del grado de
dilucién.

En base a ello, la mayor extraccion de compuestos fendlicos del orujo se observa
a grados de dilucion altos y potencias de US elevadas. Estos resultados coinciden con
las observaciones de Ahmad-Qasem et al. (2013), los cuales utilizando una sonda de
ultrasonidos similar a la utilizada en este trabajo, concluyeron que a medida que
aumentaba la potencia ultrasonica aumentaba el rendimiento de extraccion de FT
utilizando como material de partida hojas de olivo. El hecho de que los mayores
rendimientos se consiguieran a grados de dilucion altos es consecuencia del gradiente de
concentracion entre las dos fases (8ahim et al., 2013). Este efecto también ha sido

descrito por Wang et al., (2013) quienes observaron que el rendimiento de la extraccién



asistida mediante US de FT a partir de "Spargani rhizome" también aumentaba
medida que se incrementaba el grado de dilucion de 10 a 30 mL/g.
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Figura 4.47. Superficies de respuesta para la extraccion con asistencia acustica de FT
del OOMW en funcién de (@) la potencia acusticavs. el grado de dilucion (tiempo de
extraccion = 15 min; (b) la potencia acustica vs. el tiempo de extraccion (grado de
dilucion = 15 mL/g y (c) €l grado de dilucion vs. el tiempo de extraccion (potencia de
US = 275 WIL)
Por otra parte, las Figuras 4.47b y 4.47c muestran el efecto cuadratico que
ejerce el tiempo de extraccion sobre la extraccion de FT, el cual aumenté cuando el

tiempo de extraccion se incrementdé desde 3 a 20 min hasta llegar a un méximo de

extraccion alrededor de los 3200 mg acido cafeico/Kg OOMW (bs); sin embargo

tiempos de extracciébn méas prolongados promovieron una ligera disminucion en el
rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos.

A partir de las superficies de respuesta de las Figura 4.47a, 4.47b y 4.47c,

puede concluirse que la aplicacion de US en combinacién con un grado de dilucién



comprendido entre 15y 25 mL/g y un tiempo de operacion en torno alos 20 min, serian

las condiciones mas favorables para la extraccion acUstica de FT del OOMW.

Estos resultados presentan ciertas similitudes a los descritos por otros autores al
estudiar las mismas variables de operacién aunque ap artir de diferentes productos
vegetales tales como hojas de olivo (Ahmad-Qasem et al., 2013; Sahim et al., 2013);
mejorana (Origanum majorana L.) (Hossain et al, 2012); Sparganii rhizoma (Wang et

al, 2013); o pepitas y piel de uva (Chafoor et al.,2009a; 2009b; Casazza et al, 2010).

Desde un punto de vista medioambiental y econdémico, este estudio pone de
manifiesto la posibilidad de introducir en la industria agroalimentaria sistemas de
extraccion acustica de compuestos fendlicos de origen vegetal utilizando soluciones
etanol/agua como disolvente (disolvente autorizado para la industria alimentaria, segin
la FAD), dados los aceptables porcentajes de extraccion obtenidos con respecto alas
extracciones con disolventes como el metanol y trabgjando a menor temperatura y con
periodos de tiempo mas cortos, evitando asi la necesidad de costosos post-tratamientos

para la eliminacion de los disolventes organicos.

4.3.4.2. Efecto de las variables de extraccion sobre la capacidad

antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos de origen vegetal esta altamente
asociada con su contenido en compuestos fendlicos (Gonzalez-Centeno et al, 2012). De
hecho, los coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre el contenido de fendlicos
totales de los extractos obtenidos en el presente estudio y la capacidad antioxidante
determinada a partir de los métodos CUPRAC, ABTS y FRAP fueron de 0,98, 0,93 y
0,98, respectivamente. De ahi que las superficies de respuesta que representan el efecto
de las variables experimentales sobre la capacidad antioxidante de los extractos sean

similares a las obtenidas para la extraccion acustica de los FT.

a) CUPRAC
En las Figura 4.48a, 4.48b y 4.48c se representan los efectos de la potencia
acustica, del grado de dilucién y del tiempo de extraccién sobre la capacidad

antioxidante de los extractos obtenidos mediante asistencia acustica.
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Figura 4.48. Superficies de respuesta para la capacidad antioxidante (CUPRAC) en los
extractos asistido con US del OOMW en funcion de (a) la potencia acusticas vs. el

grado de dilucién (tiempo de extraccion = 15 min; (b) la potencia acUstica vs. el tiempo
de extraccién (grado de dilucion = 15 mL/g y (c) el grado de dilucion vs. el tiempo de
extraccion (potencia de US = 275 WI/L).

La Figura 4.48a muestra los efectos lineales de la potencia de US y del grado de
dilucién, sobre la capacidad antioxidante determinada mediante la técnica CUPRAC.
Tal y como puede observarse, un incremento en la potencia acustica condujo a un
incremento lineal de la capacidad antioxidante, desde aproximadamente 10 a 22 mM de
trolox/Kg OOMW (bs). Por otro parte, a medida que se incremento el grado de dilucion

también se observé un incremento lineal de la capacidad antioxidante CUPRAC, desde
los 10 hasta alcanzar los 23 mM trolox/kg OOMW (bs).

Al igua que en el caso de la extraccion de FT, se observé el efecto cuadrético
debido al tiempo de extraccion (Figura 4.48b y 4. 48c). La capacidad antioxidante
aumento hasta llegar a un méximo alos 17 min de extraccion con valores cercanos a los

30 mM trolox/Kg OOMW (bs), a partir de este momento la capacidad antioxidante de



los extractos empezé adisminuir a medida que avanz6 la extracciéon. La explicacion a
este comportamiento podria ser debido a la saturacién del disolvente con los
compuestos que manifiestan cierta capacidad antioxidante. Este comportamiento ha sido
descrito por otros autores tales como Ahmad-Qasem et al., (2013) quinenes observaron
un maximo de extraccién de compuestos antioxidantes pocedentes de hojas de olivos
alrededor de los 15 min utilizando un equipo de sonda de ultrasonidos muy similar a la
utilizada en este estudio, el mismo sonotrodo (3,8 cm®) y trabajando al 100% de la

amplitud del equipo (méxima potencia acustica que puede proporcionar el equipo).

b) ABTS
En las Figuras 4.49a, 4.49b y 4. 49c estan representadas las superficies de
respuesta en las cuales se puede observar de forma gréfica el efecto de las tres variables
de proceso: potencia de US, grado de dilucion de la muestra y tiempo de extraccion,
sobre la capacidad antioxidante medida mediante la técnica ABTS ap artir de los

extractos del orujo de almazara.

Tal y como puede observarse la capacidad antioxidante de los extractos
obtenidos, determinados mediante el método ABTS, aumentd linealmente con la
potencia acustica aplicada (Figura 4.49a); e igualmente puede observarse el efecto
cuadrético del grado de dilucion presentando un maximo de la capacidad antioxidante a

los 17 mL/g, con valores cercanos alos 85 mM trolox/Kg OOMW (bs).

En la Figura 4.49b, puede observarse, de forma andloga al método CUPRAC,
un incremento de la capacidad antioxidante hasta llegar a los 17 min de extraccion, a
partir de este momento, por mas que avanzara el tiempo de extraccion, la capacidad
antioxidante ya no aument6 sino que se produjo un ligero descenso. Tomando en
consideracion el efecto de la potencia de ultrasonidos, se observd, como era previsisible,
un incremento lineal de la capacidad antioxidante a medida que se aumenté la potencia

acustica aplicada.
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Figura 4.49. Superficies de respuesta para la capacidad antioxidante (ABTS) en los
extractos asistido con US del OOMW en funcion de (a) la potencia acusticas vs. el
grado de dilucién (tiempo de extraccion = 15 min; (b) la potencia acUstica vs. el tiempo

de extraccién (grado de dilucion = 15 mL/g y (c) el grado de dilucion vs. el tiempo de
extraccion (potencia de US = 275 WI/L).

Finalmente, en la Figura 4.49c se muestra el efecto del grado de dilucion de la

muestra y del tiempo de extraccion sobre la capacidad antioxidante de los extractos
evaluada segun el método ABTS.

En la gréfica se observa como el aumento del grado de dilucién de 5 a25 mL/g
provoca un incremento de la capacidad antioxidante de los extractos, medida segun el
método de ABTS, desde O hasta aproximadamente 55 mM trolox/Kg orujo (bs). El

mismo incremento se produjo al aumentar el tiempo de extraccion desde 3 hasta 27 min.



c) FRAP

En la Figuras 4.50a, 4.50b y 4.50c se muestran el efecto de la potencia de US,

del grado de dilucién de las muestra y del tiempo de extraccion sobre la capacidad
antioxidante de los extractos evaluada mediante el método FRAP.
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Figura 4.50. Superficies de respuesta para la capacidad antioxidante (FRAP) en los
extractos asistido con US del OOMW en funcién de (a) la potencia acusticas vs. el
grado de dilucion (tiempo de extraccion = 15 min; (b) la potencia acUsticavs. el tiempo

de extraccion (grado de dilucion = 15 mL/g y (c) el grado de dilucion vs. el tiempo de
extraccion (potencia de US = 275 WI/L).

En la Figura 4.50a se observa claramente los efectos lineales ejercidos tanto por
el grado de dilucion como por la potencia acustica aplicada. Asi, a medida que el grado

de dilucion aumento de 5 a 25 mL/g, se produjo un incremento de la capacidad

antioxidante desde 10 h asta aproximadamente 12 m M de trolox/ Kg OOMW (bs),



mientras que un incremento de 175 a 375 W/L de la potencia de US promovi6 un
incremento desde 8 hasta 12 mM trolox/Kg OOMW (bs).

Por otra parte, evaluando el efecto conjunto de la potencia de US con el tiempo
de extraccion (Figura 4.50b), se observé un maximo en el valor para la capacidad
antioxidante de los extractos en torno a los 18 min de extraccion coincidiendo con un
valor proximo a 11 mM trolox/Kg OOMW. Por otra parte, en la Figura 4.50b también
quedo patente el efecto lineal de la potencia de ultrasonidos, observandose un aumento

de la capacidad antioxidante a medida que la potencia de US aplicada aumentaba.

Finalmente en la Figura 4.50c se representa el efecto del tiempo de extraccién
combinado con el grado de diluciéon. Como puede observarse, un aumento tanto en el
tiempo de extraccion como en el grado de dilucion de la muestra condujo au n
incremento en la capacidad antioxidante desde O hasta los 15 mM trolox/Kg OOMW
(bs).

4.3.5. Optimizacién de las condiciones de extraccion

Cuando son varias las respuestas evaluadas en un mismo proceso, €s necesario
alcanzar un compromiso de condiciones 6ptimas para todas ellas (Krishnaswamy et al.,
2013). Para €llo, la funcion de deseabilidad es una de las més utilizadas en la
optimizacion estadistica de procesos multi-respuesta. Esta herramienta permite calcular
las condiciones Optimas del proceso para una maxima expresion de todas las respuestas
consideradas, asi como sus valores bajo dichas condiciones. La funcion de deseabilidad
toma valores en una escala de 0 a1, en la que el cero indica una respuesta totalmente
disconforme con la meta deseada y la unidad manifiesta una conformidad total

alcanzando la mejor respuesta conjunta posible (Strati y Oreopoulou, 2011).

En el presente estudio, se obtuvo un valor global de deseabilidad de 0,987 para
laEAU de fendlicos totales y para la capacidad antioxidante de los extractos de orujo de
almazara, aplicando una potencia de ultrasonidos de 375 W/L, un grado de dilucién de
25 mL/g y un tiempo de extraccién de 27 min. Bajo estas condiciones, el sistema de
extraccion utilizado seria capaz de alcanzar un valor méximo de extraccion de FT
correspondiente a 3717,75 mg &cido cafeicolkg OOMW (bs), y en lo que respecta a la
capacidad antioxidante de los extractos obtenidos bajo dichas condiciones, los valores
maximos estimados fueron de 38,16 mM de trolox/Kg OOMW (bs) para el método
CUPRAC; 17,68 mM trolox/lKg OOMW (bs) para el método ABTS y 18,23 mM



trolox/kg OOMW (bs) para el método FRAP. Es importante destacar que a considerar
los factores de respuesta de forma individual, las condiciones éptimas de extraccién

fueron préacticamente idénticas.

El nivel de potencia de US éptimo estimado corresponde al méximo valor que
permitié aplicarse con la sonda disponible, aun asi en los gréaficos de superficie de
respuesta se puede observar que no se ha alcanzado el maximo de extraccion, por tanto
si se dispusiera de una sonda con mayor potencia acustica el nivel de extraccion de FT
y, en consecuencia, la capacidad antioxidante de los extractos serian probablemente mas

elevados.

En cuanto al tiempo de extraccion en el proceso de EAU, el 6ptimo se encuentra

proximo a los valores recomendados por Shirsath et al, (2012).

En la mayoria de referencias bibliograficas basados en el estudio de la EAU de
compuestos de origen vegetal, no se especifica el volumen total tratado en el proceso.
Esta fata de informacion hace que la densidad de potencia acUstica que opera en el
sistema no pueda ser calculada, dificultando consecuentemente la comparacion entre
resultados experimentales. Por ejemplo, Virot et al.(2010) trabajaron con una frecuencia
de 25 kHz y una potencia de 150 W para la extraccion aclstica de FT del orujo de
manzana, pero no especificaron el volumen de extraccion considerado. Ghafoor et al,
(2009b; 2011) llevaron a cabo la extracciéon de FT de pepitas de uvay antocianos de piel
de uva tinta utilizando un bafio de ultrasonidos con una potencia fija de 250 W, sin
hacer mencion alguna a la potencia realmente transmitida al sistema de extraccion. No
obstante, Ye et al, (2011) y Ahmad-Qasem et al., (2013) concluyeron que cuanto
mayor es la potencia ultrasénica aplicada, mayor es el rendimiento de la extraccion,
dado que se intensifica el fendbmeno de cavitacién y los efectos mecanicos derivados del
mismo. Dichos autores, no obstante, indicaron que el aumento de la potencia de US
también produce un aumento de la temperatura de extraccion, lo cual, en ocasiones,
puede impedir determinar si el aumento del rendimiento de la extraccién es
consecuencia del efecto de los US o del incremento de la temperatura del sistema; por
este motivo es imprescindible controlar la temperatura durante la totalidad del proceso y
optimizar ambas variablesjunto con el tiempo de procesado, en el caso de la extraccion
acustica de compuestos bioactivos termolabiles, como en el presente estudio, el control

de latemperatura es un factor clave del proceso..



Tal y como s= ha mendonado anteriormente, tanto en d caso de los FT como para la
capacidad antioxidante de los extractos, s ha observado un incremento lineal y
progresivo dd rendimiento de extraccion con la potencia de US. Esto conlleva que, en
proximaes trabajos, seria interesante evaluar € comportamiento dd Ssema a potencias
de US més devadas. En cualquier caso, € presente estudio pone de manifieto y
materializa la importancia y la necesdad de optimizar los parametros aclgticos para
mgorar la eficiencia dd proceso de extraccion, dada su notable influencia sobre d

mismo.
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5. CONCLUSIONES

A partir del estudio realizado, se detallan aco ntinuacion las conclusiones més

relevantes obtenidas en cada una de las etapas del proyecto.

* Influencia de la variedad, el grado de madurez y la procedencia geografica de

las aceitunas sobre la calidad del aceite de oliva

En esta primera etapa del trabajo se ha propuesto una metodologia que permite

diferenciar la calidad del aceite de oliva, en funcion de las caracteristicas propias de

la aceituna (variedad y grado de madurez) y de los atributos agroclimaticos del

olivar, sin incluir el factor humano.

Estudio del efecto de la variedad de aceitunay de su grado de madurez sobre la

calidad del aceite de oliva

Todos los aceites de oliva estudiados se clasificaron dentro de la categoria
virgen extra, segun los parametros definidos en el Reglamento CEE 2568/91.
No obstante, se observaron ligeras variaciones en los parametros de calidad
GA, IP y los coeficientes K ,,, y K,,, de los aceites en funcion tanto de la

variedad como del grado de maduracion de las aceitunas utilizadas.

Para una misma variedad de aceituna, no se observaron diferencias
significativas (p < 0,05) en los porcentajes de &cidos grasos como el oleico, €l
estedrico, €l linolénico y el araquidico presentes en los aceites obtenidos a
partir de aceitunas de diferente grado de maduracion . En cambio, si hubo
importantes diferencias varietales, siendo el aceite de oliva de la variedad
picual el que exhibié los porcentajes méas elevados de &cido oleico (~79%),
seguido del aceite de la variedad arbequina (~67%) y de la variedad empeltre
(~65%).

No obstante, para los aceites de las diferentes variedades analizadas, si se
aprecio una ligera pero significativa disminucién del porcentaje de acido
palmitico, durante el proceso de maduracion de las aceitunas. En cambio, el
acido linoleico, presentd una tendencia inversa al pamitico, incrementando
ligeramente su porcentaje a medida que el aceite de oliva provenia de
aceitunas més maduras. Como resultado de estos cambios en la composicion

de acidos grasos, se detectdé un pequefio pero significativo descenso en la
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relacion entre &cidos grasos mono- y poli-insaturados (MUFA/PUFA) para

todas las variedades de aceite.

Las variedades estudiadas se caracterizaron por una elevada presencia de
compuestos fendlicos, en particular oleuropeina aglicona, luteolina aglicona,
oleuropeina y pinoresinol, siendo en general, la variedad empeltre la que

presentd los valores mas elevados.

Para las variedades arbequina y picual, el aceite procedente de las aceitunas
recolectadas en la etapa de envero (RI2), fueron las que presentaron los
valores mas elevados de FT, capacidad antioxidante (determinada mediante
las técnicas CUPRAC, ABTS y FRAP) y estabilidad oxidativa. En cambio,
para la variedad empeltre, no se observaron diferencias significativas (p >
0,05) para los valores de FT, capacidad antioxidante y estabilidad oxidativa
entre los estados de madurez RI1 y RI2, y si un ligero descenso (p < 0,05)
para el grado de madurez RI 3.

El aceite procedente de las variedades arbequina y picual, tuvo como
principales atributos organolépticos €l frutado, e amargo y el picante, sin
presentar diferencias significativas entre los distintos estados de madurez
evaluados. Para el aceite elaborado ap artir de la variedad empeltre, los
atributos amargo y picante predominaron sobre el resto, en particular en €l

aceite elaborado a partir de aceitunas en envero (RI12).

Los tres primeros componentes principales resultante de la aplicacion del
ACP, separaron claramente los diferentes aceites de oliva procedentes de las
variedades de aceituna arbequina, picual y empeltre explicando el 78,47% de

la varianza total de la base de datos.

De acuerdo con los resultados del ACP, para una misma variedad de aceituna,
no hubo una diferenciacion clara entre las propiedades de los aceites
elaborados apartir de aceitunas verdes (RI1) y en envero (RI2), y si con el
aceite procedente de aceitunas maduras (RI3), siendo estos aceites los de

menor calidad.

En general, para las variedades de aceituna consideradas, el periodo en envero

(RI12) seria el més iddneo para la elaboracion del aceite de oliva, ya que es el
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momento en el cual existe un mayor equilibrio entre los diferentes parametros

gue determinan la calidad global del aceite de oliva.

Estudio del efecto de losfactores agroclimaticos y del estado de madurez de las

aceitunas sobre la calidad del aceite de oliva

- Los resultados obtenidos muestran como el entorno agroclimaético, en el cual
se emplaza el olivar, afecta de forma significativa a las caracteristicas fisico-
quimicas del aceite de oliva, siendo los lugares menos lluviosos, los que
confieren al aceite mejores propiedades y mayor estabilidad frente a la
oxidacién

- Los tres primeros componentes principales, resultantes de la aplicacion del
ACP, identificaron conjuntamente los diferentes patrones de comportamiento
de los olivares en base a su procedencia geogréfico, explicando el 71,07 % de
la varianza total de la base de datos estudiados y separando, de forma clara,

los aceites en funcion del olivar de origen.

- No obstante, para un mismo olivar-muestra no se observdO una clara
separacion entre los aceites elaborados con aceitunas de diferente grado de
madurez, lo cua sugiere que la influencia de los factores agrocliméticos es
mucho mayor que la influencia del grado de madurez de las aceitunas sobre

las caracteristicas fisico-quimicas del aceite de oliva.

Conservacion del aceite de oliva. Influencia de las variables de operacion:

atmosfera, luz, temperatura y ultrasonidos de potencia

En esta segunda fase del trabajo se ha desarrollado una metodologia innovadora
para el proceso de conservacion del aceite de oliva virgen extra, basada en la
aplicacion de US de potencia para la eliminacién del oxigeno disuelto en la matriz
del aceite de oliva. Con ello se pretende minimizar las reacciones de oxidacion,

permitiendo, de estaforma, aumentar el periodo de vida util del aceite.

- El tratamiento inicial de las muestras de aceite de oliva, de las variedades
arbequina 'y picual, con pulsos ultrasbénicos no provocd cambios

significativos en las propiedades fisico-quimicas y sensoriales de las mismas,
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y, por lo tanto, estas muestras pudieran incorporarse al estudio global de

conservacion.

El estudio llevado a cabo revel6 que cuando el aceite de oliva inicial exhibi6
valores muy por debagjo a los limites establecidos para la categoria virgen
extra (en particular un bajo grado de acidez: 0,1-0,2 % &cido oleico), €l hecho
de conservar el aceite de oliva en condiciones que minimicen las reacciones
de oxidacion (atmosfera inerte, ausencia de luz, baja temperatura y/o
mediante pretratamiento con US de potencia) no tuvo efectos significativos

sobre la calidad del mismo, durante al menos un periodo de 16 meses.

Sin  embargo, cuando el aceite de oliva presentd6 unos valores
correspondientes a los pardmetros de calidad proximos a los limites legislados
para la categoria virgen extra (en particular un grado de acidez proximo al
limite legislado, 0,8% acido oleico), los procesos de conservacion en
atmosfera inerte 0 en ausencia de luz no son eficaces para mantener la calidad
de aceite de oliva virgen extra, mas ala de los cuatro meses de
almacenamiento. En este caso, la conservaciéon del aceite de oliva ab ga
temperatura (con y sin pretratamiento con US de potencia) parece ser la
metodologia mas eficaz para mantener el aceite de oliva dentro la categoria

virgen extra, durante un periodo de conservacion de como minimo 12 meses.

Ademas, en el caso de las muestras almacenadas a baja temperatura, cony sin
pretratamiento con US de potencia, cabe destacar el hecho que las muestras
pretratadas con pulsos ultrasonicos presentaran, en la parte fina del periodo
de almacenamiento, valores inferiores para el indice de peroxidos, una mayor

estabilidad oxidativa y una mayor intensidad del atributo frutado.

La conservacién del aceite de oliva a baja temperatura implica la aparicién de
un proceso cristalizacion de los triglicéridos que va en detrimento de la
calidad del mismo. En el estudio de conservacién llevado acab o con las
variedades arbequina y empeltre se observdé como las muestras pretratadas
con US de potencia y conservadas a baja temperatura, presentaron una
significativa reduccion del proceso de cristalizaciéon de los triglicéridos,
durante el periodo de almecenamiento. Este descubrimiento dio lugar a la
obtencion de una patente (P25827ES00) con el fin de proteger la propiedad

intelectual de esta nueva metodologia.
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Aprovechamiento de subproductos. Extraccién de compuestos bioactivos del
orujo de almazara, mediante asistencia acustica

En esta tercera fase del estudio, se ha evaluado la utilizacion de los US de
potencia como técnica para mejorar el proceso de extraccion solido-liquido de

compuestos fendlicos a partir de orujo fresco de almazara.

- Ununafase inicial, se comprobd como un aumento de la potencia de la sonda
de US provocaba un significativo aumento del contenido en compuestos
fendlicos extraidos a partir del orujo de almazara, utilizando una solucién

etanol:agua (1:1, v/v).

- El uso de los US de potencia ha permitido la utilizacion de disolventes de
extraccion no toxicos y aptos para su uso en la industria alimentaria,
obteniendo porcentajes de extraccion similares a los descritos en la
bibliografia utilizando disolventes de gran poder extractor pero elevada

toxicidad, como por gjemplo el metanol.

- Se ha aplicado la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para
optimizar el proceso de extraccion de compuestos bioactivos a partir del orujo
de amazara, utilizando como variables la potencia de US, el ratio
disolvente/soluto y el tiempo de extraccion. Todas las experiencias se
[levaron a cabo aunatemperatura controlada de 20 °C, utilizando una mezcla

etanol:agua (1:1, v/v) como disolvente.

- Los datos experimentales obtenidos, mediante la aplicacién de un disefio tipo
Box-Behnken, relativos a la extraccion de compuestos fendlicos (FT), asi
como los correspondientes a la capacidad antioxidante de los extractos,
determinada mediante las técnicas CUPRAC, y FRAP, se agjustaron de forma
significativa au n modelo linea (p < 0,05), capaz de explicar
satisfactoriamente el comportamiento del sistemay de predecir las respuestas
en el dominio experimental considerado. Por otra parte, para la capacidad
antioxidante evaluada mediante la técnica ABTS, los datos experimentales
obtenidos se ajustaron de forma significativa (p < 0,050 a un modelo

cuadrético.

- Las condiciones experimentales que permitieron obtener e maximo

rendimiento en FT, asi como los extractos de orujo de almazara, con la mayor
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capacidad antioxidante fueron los siguientes: 375 W/L de potencia, 25 mL/g

en larelacién disolvente/soluto y un tiempo de extracciéon de 27 min.

Por tanto, se ha establecido una metodologia de extraccion de compuestos
bioactivos a partir de orujo de almazara, mediante asistencia ultrasénica, que
permite la extraccion de estos compuestos termolabiles a baja temperatura,
utilizando un d isolvente no toxico y con un tiempo de extraccion
significativamente menor que el requerido en una extraccion convencional

realizada con agitacion mecanica.
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6. RECOMENDACIONES
A partir de los resultados obtenidos en el presente trabagjo, se plantean a
continuacion una serie de aspectos a partir de los cuales podria continuar la
investigacion:
I. Aplicacién de la metodologia establecida en el estudio del efecto del entorno
agroclimatico sobre la calidad del aceite de oliva virgen extra a otras regiones, en
condiciones agrocliméticas mas extremas (temperatura, pluviometria, altitud sobre

el nivel del mas, insolacion, viento, etc.) y separadas entre si.

[I. Evaluacién del efecto de la afiada sobre las caracteristicas del aceite de oliva

virgen extra procedente de diferentes variedades de aceituna.

[11.  Profundizacién en la investigacion sobre el efecto de la aplicacion de US en el
proceso de conservacion, de acuerdo con la metodologia recogida en la patente
P25827ES00, en depdsitos de almacenamiento de aceite de oliva virgen extra de

mayor tamario.

IV. Estudio de la viabilidad de la incorporacion de los extractos de compuestos
antioxidantes, procedente del orujo de almazara, como ingrediente funcional en
diferentes alimentos.

IV.a Andlisis de la influencia del ingrediente funcional sobre la matriz del

alimento: modificaciones fisicas, quimicas y microbiol6gicas que tienen
lugar como consecuencia de la adicion.

IV.b. Evaluacion del grado aceptacion, por parte del consumidor, de los
alimentos funcionales disefiados a partir del andlisis organoléptico de los
mismos.

V. Evaluacion del proceso de extraccion sélido-liquido de compuestos antioxidantes a

partir del alperujo, mediante asistencia acustica.
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7. NOMENCLATURA

A

A,

AAO
ABTS
ACP
AG
AGL
ANOVA
AP

bs

C*

CE
CEE
col
CP
CUPRAC
C16:0
C16:1
C18:0
Ci18:1
C18:2
C18:3
C20:0
C20:0

DHPEA

Area bajo el pico del éster metilico i (ecuacion [3.8])
Areatotal de todos los ésteres metilicos (ecuacion [3.8])
Agencia para el Aceite de Oliva
Acido2,2'-Azinobis(3-etil BenzoTiazolina-6-Sul f6nico)
Andlisis de Componentes Principales

Acidos Grasos

Acidos Grasos Libres

Andlisis de varianza (del inglés ANalysis Of VAriance)
Adequate Precision

Base seca

Numero de repeticiones del punto central del disefio (Tabla 1.8)
Croma o Saturacion de color

Calor especifico del disolvente (J/(kg-K), (ecuacién [3.2])
Comunidad Europea

Comunidad Econémica Europea

Consgjo Oleicola Internacional

Componente Principal

CUPric Reducing Antioxidant Capacity

Acido palmitico

Acido palmitoleico

Acido esteérico

Acido oleico

Acido linoleico

Acido linolénico

Acidoaraquidico

Acidogadoléico

Dihidroxifeniletanol
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DBB
DO

DOP

EAU
ERM
ERO
ES
EVOO
FRAP
FT
GA
GC
h*
HPEA

HPLC

1SO

K...
K.
LDL
LOF

LOX

Md

Mf

Nomenclatura

Disefio de Box-Behnken

Denominacién de Origen

Denominacion de Origen Protegida

Espesor de cubeta (ecuacion [3.7])

Extraccion Asistida por Ultrasonidos

Error Relativo Medio (%)

Especies Reactivas de Oxigeno

Error estandar asociado

Aceite de oliva virgen extra (del inglés Extra Virgin Olive Oil)
Ferric Reducing Antioxidant Power

Fendlicos Totales

Grado de acidez

Cromatografia de gases (del inglés Gas Chromatography)
Tono de color

Hidoxifeniletanol

Cromatografia liquida de alta eficacia (del inglés High-Performance Liquid

Chromatography)
indice de Peroxidos

Organizacion Internacional para la Estandarizacion (del inglés International

Organization ~ Standarization)

Coeficiente de extincion a232 nm

Coeficiente de extincion a270 nm

Lipoproteinas de baja densidad (del inglés Low Density Lipoprotein)
Falta de gjuste (del inglés Lack Of Fit)

L opoxigenasa

Masa de disolvente (kg, ecuacion [3.2])

Media de defecto organoléptico

Media del atributo frutado de aceituna

Numero de experimentos (ecuacion [3.12])
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nd

OOMW

Pt

PET

PP

PS

PvC

RSM

RI

TAGs

TC

us

UV/Vis

viv

VAR

Nomenclatura

Normalidad (equivalentes de soluto/kg disolvente) (ecuacion [3.5])
No detectado

Orujo de almazara (del inglés Olive Qil Mill Waste)

Peso

Numero de términos estadisticamente significativos del modelo matematico

(ecuacion [3.12])

Potencia (W), (ecuacién [3.2])

Polietilen terftalato (del inglés Polyethylene Terephtalate)
Polipropileno (del inglés Polypropilene)

Polyestireno (del inglés Polystyrene)

Policloruro de vinilo (del inglés Polyvinyl Cloride)
Coeficiente de correlacion

Metodologia de Superficie de Respuesta (del inglés Response Surface
Methodol ogy)

indice o grado de madurez (del inglés Ripening Index)

Desviacion estandar de los valores calculados por el modelo (ecuacion [3.14])
Desviacion estandar de los valores experimentales (ecuacion [3.14])
Extraccion en Fase Solido (del inglés Solid Phase Extraction)
Tiempo (min)

Temperatura (°C)
Triacilglicéridos

Tonalidad de Color

Ultrasonidos
Ultravioleta/Visible

Volumen

relacion volumen/volumen

Varianza explicada (%)

Valores calculados por un modelo matematico

Valoresexperimentales
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X]

Xi

po

PU

Pij

AE
At

AT

Nomenclatura

Variable independiente del modelo cuadrdtico utilizado en la RSM

(ecuacion [1.1])

Variable independiente del modelo cuadratico utilizado en la RSM

(ecuacion [1.1])

Valor experimental de la variable independiente del modelo cuadratico utilizado

en la RSM para el punto central

Variable independiente del modelo cuadratico utilizado en la RSM

correspondiente a la frecuencia de ultrasonidos

Variable independiente del modelo cuadrdtico utilizado en la RSM

correspondiente a la potencia de ultrasonidos

Variable independiente del modelo cuadrdtico utilizado en la RSM

correspondiente al tiempo de extraccién
Respuesta predicha por el modelo (ecuacion [1.1])
Constante del modelo cuadrético obtenido a partir de la RSM (ecuacion [1.1])

Coeficiente de regresion lineal del modelo cuadrético obtenido a partir de la

RSM (ecuacion [1.1])

Coeficiente de regresion cuadrética del modelo cuadrético obtenido a partir de

la RSM (ecuacion [1.1])

Coeficiente de interaccion del modelo cuadrético obtenido a partir de la RSM

(ecuacion [1.1])

Variacion de color

Incremento de tiempo (ecuacion [3.2])
Incremento de temperatura (ecuacion [3.2])

Longitud de onda de maxima absorcién (nm)
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