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I. INTRODUCCION

1. GENERALIDADES DEL ACEITE DE OLIVA
1.1. Origen del olivo.

El arbol del olivo (Olea europaea) pertenece a la
familia Oleaceae. Su origen es del arbol salvaje
del olivo (O. europaea var. sylvestris). Estudios
recientes informaron sobre la vida histérica del
oleastre desde la ultima época glacial (Breton
. et al., 2008). Los empleos de los frutos de oliva
para la comida han sido documentados mas
| tarde, durante la edad de bronce (Riley, 2002).

El olivo ha sido cultivado en Palestina desde unos 6000 afios (Terral et al.,
2004) y mas tarde se extendio de Este a Oeste de la cuenca mediterranea
(Zamora et al., 2001; Bartolini and Petruccelli, 2002).

El cultivo del olivo ha conocido una gran extension en el valle de la Bética con
una propagacion hacia la Peninsula Ibérica y Portugal, ocupando ademas una
gran parte del Norte de Africa desde Tunez hasta Marruecos.

El olivo es el arbol mas emblemético del Mediterraneo (Breton et al., 2008),
aunque la expansion de su cultivo haya llegado a otras regiones del mundo,
mas alla del Mediterraneo; como la region sudafricana, Australia, Japon 0O
China (Uceda et al., 1997). Por sus efectos sociales, el olivo ha sido simbolo
para representar la paz, la sabiduria y la victoria en distintas etapas de la
historia de la humanidad. Los frutos del olivo dejan una cosecha tipica
mediterranea, donde juegan un papel importante en la dieta, asi como en su
economia y cultura (Zamora et al., 2001; Bartolini and Petruccelli, 2002;
Pinheiro and Esteves da Silva, 2005).

La civilizacion arabe-musulmana probablemente ha tenido una gran influencia
sobre la oleicultura asi que en los dos lados del estrecho, tanto en Espafa y
Portugal como en Marruecos las palabras oliva 0 aceituna y su extracto aceite

tienen el mismo origen arabe.
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Oliva_ Extracto de oliva
Espafa: Aceituna Aceite
Portugal: Azeitona Azeite
Marruecos: Azaitoun Azaeit

1.2. Caracteristicas botanicas del olivo.
El olivo (olea europaea L) pertenece a la familia Oleaceae, es un arbol de
tamafio mediano de unos 4 a 8 metros de altura y puede permanecer Vvivo y
productivo durante cientos de afios (Uceda et al., 2000). Requiere intensidades
de luz elevadas para la diferenciacion de los botones florales y el desarrollo de
los brotes, por eso el fruto se localiza en su mayoria en la superficie de la copa.
Las hojas son de color verde oscuro por la parte superior y grises plata en la
parte inferior, son simples, de formas lanceoladas, con bordes enteros, largas
de una media de 5 a 8 centimetros, persistentes y con un periodo de vida que
va de 2 a 3 afos. Las raices tienen muchas ramificaciones superficiales que
desarrollan la mayor parte de la actividad de absorcién nutritiva. Se extienden
horizontalmente hasta 2-3 veces la altura de la planta y penetran en el suelo,
en los suelos mas fértiles, hasta 1,5 6 2 metros de profundidad. El tronco
aparece gris-verde y liso hasta aproximadamente los diez afios; luego se
vuelve nudoso, con surcos profundos y retorcidos y toma color oscuro.
Alrededor de mayo o junio se da la formacion de pequefias flores blancas y
verdes agrupados por inflorescencias, cada inflorescencia puede tener entre 10
'Z'*' -\ ] % Y 40 flores, segun sean las condiciones
ambientales y/o fisioldgicas. La corola de la flor
posee pétalos de en forma de racimo. La

polinizacion la facilita el viento. En los primeros

meses veraniegos se forman los primeros frutos
verdes. De finales de septiembre en adelante, segun la variedad, los frutos
maduran y se transforman en las clasicas drupas de color negro morado. Los
frutos de la aceituna no pueden ser consumidos tal cuél aparecen en el arbol:
también las destinadas a la mesa son sometidas, después de la recoleccion, a

particulares tratos que las convierten en comestibles (salmuera). Factores
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como la edad del olivo, la variedad, estado del arbol y los factores ecologicos

intervienen en el desarrollo y maduracion de los frutos (Kiritsakis et al., 1992).

1.3. La aceituna como materia prima: estructura, composicion vy

variedades.

La aceituna es una drupa de forma elipsoidal o globosa y formada por tres
partes (Figura I.1).
- Epicarpio es la capa externa, mas fina (piel) y representa 1-2% del
total del fruto.
- Mesocarpio o pulpa es la parte carnosa del fruto, forma el 68-86% del
total y en él se encuentra alrededor de 70% del aceite.
- Endocarpio representa el hueso con la semilla y forma el 20-30 % vy

puede contener el 30% del aceite.

.m Y <« Epicarpio

+— Mesocarpio
1 A +———FEndocarpio

Figura I.1. Una aceituna con una travesera longitudinal que muestra el epicarpio, mesocarpio y

endocarpio.

En su primer estado de maduracion, la oliva es de color verde, después se
transforma en morado y finalmente, en el estado mas avanzado de maduracién
es de color oscuro brillante.

La composicion de este fruto varia en funcion de diferentes factores tales
como, la variedad, el estado de maduracion, el clima y la zona geogréfica. Por
término medio la aceituna estad formada por agua de vegetacion (40-55%),
aceite (18-22%) y hueso mas tejidos vegetales (23-35). La siguiente tabla

muestra la composicion de aceituna (Tabla I.1).
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Pulpa Hueso Semilla
Agua 50-60 9.3 30
Aceite 15-30 0.7 27.3
Azucares 3-7.5 41 26.6
Celulosa 3-6 38 1.9
Materia nitrogenada 2-5 3.4 10.2
Cenizas 1-2 4.1 [.5
Polifenoles 2-2.5 0.1 [-1.5
Indeterminados 3.4 2.4

Tabla I.1. Composicion de la aceituna (Carrasco Pancorbo, 2006).

Diferentes caracteristicas como el tamafio y la forma del fruto, su contenido en
aceite y sus caracteristicas organolépticas junto con otras diferencias del olivo,
han hecho distinguir muchos tipos o variedades de aceitunas destinadas tanto
para el consumo en verde como para la produccion de aceite (Barranco et al.,
2001), tales como Arbequina, Hojiblanca, Picual y Empeltre.

Entre las principales variedades vamos a describir la Picholine marroqui (Figura

[.2) que es la variedad de aceituna, que se ha empleado en la realizacion del

presente trabajo.

Figura 1.2. La Picholine marroqui en su estado de

maturacion

Es la variedad principal de Marruecos, representando el 96% de las aceitunas
cultivadas (COlI, 2012). Se adapta bien a las condiciones de clima y suelo, y es
resistente a la sequia. Dentro de sus distintas formas, se han efectuado una
seleccién para introducir en las nuevas plantaciones clones con caracteres
definidos. Es una variedad rustica con una época de floracion media. La
produccion de polen es abundante y la productividad es elevada y alternante.
Es una tipica variedad de doble aptitud. Para uso de mesa se obtienen todo
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tipo de productos: desde aceitunas verdes partidas hasta aceitunas negras
maduras. La separacion de la pulpa del hueso es facil. El rendimiento en la
almazara es de 22% (Chimi, 2001). En estudios de clasificacion de 25
variedades del Banco de Germoplasma Mundial de Cordoba, La Picholine
marroqui mostro un nivel muy alto de fenoles, un contenido alto en acido
oleico y bajo en palmitico y linoleico, y una estabilidad oxidativa alta (Uceda et
al., 2005). Otra de las caracteristicas del aceite producido a partir de esta
variedad es su resistencia a la congelacion (conserva su fluidez incluso a -

12°C), por lo que se utiliza en los productos enlatados.

1.4. Normativas y clasificacion de los aceites de oliva en Marruecos.

El aceite de oliva es el liquido oleoso extraido de los frutos maduros del olivo
(Olea europaea L.), sin que haya sido sometido a manipulaciones o
tratamientos no autorizados (COIl, 2008). Asi, diferentes normativas y
reglamentos estan indicados para la clasificacion de este tipo de aceite, como
la Normativa del Consejo Oleicola Internacional relativa a la comercializacion
de aceite de oliva y aceite de orujo de oliva COI/T.15/NC n° 3/Rév, de 7 de
mayo de 2013 y el Reglamento de la Unién Europea (UE) N° 61/2011 de la
comision de 24 de enero de 2011 relativo a las caracteristicas de los aceites de
oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de andlisis, que
modifica el Reglamento (CEE) N°. 2568/91 de la comision del 11 de julio de
1991.

En Marruecos, la normativa aplicada para la comercializacion del aceite de
oliva es la del consejo oleicola internacional (COI, 2013a) y se distinguen las

categorias citadas a continuacion: (Tabla I.2).

Aceite de oliva virgen destinada al consumo:

Aceite obtenido a partir del fruto del olivo Unicamente por procedimientos
mecanicos 0 por otros medios fisicos, en condiciones, sobre todo térmicas, que
no ocasionen la alteracién del aceite, y que no haya tenido mas tratamiento que

el lavado, la decantacion, la centrifugacion y el filtrado.
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-Aceite de oliva virgen extra

Aceite de oliva virgen cuya acidez libre, expresada en &cido oleico es como
maximo de 0.8 g por 100 g.

-Aceite de oliva virgen

Aceite de oliva virgen cuya acidez libre, expresada en acido oleico, no supera

los 2 g por 100 g.

-Aceite de oliva virgen corriente

Aceite de oliva virgen cuya acidez libre, expresada en acido oleico es como

maximo de 3,3 g por 100 g.

-Aceite de oliva virgen lampante

Aceite de oliva virgen cuya acidez libre, expresado en acido oleico supera
3,3 g por 100 g.

-Aceite de oliva refinado

Aceite de oliva obtenido mediante la refinacion de aceites de oliva virgenes,
cuya acidez libre, expresada en acido oleico, no supera 0,3 g por 100 g.

Es el aceite procedente de la refinacion por procedimientos quimicos, de
aceites de oliva virgenes de alta acidez. Estos aceites han perdido sus
caracteristicas organolépticas (color, olor y sabor) y sus propiedades
naturales.
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-Aceite de oliva

Aceite de oliva constituido por una mezcla de aceite de oliva refinado y de
aceites de oliva virgenes, cuya acidez libre expresada en acido oleico, no

podra ser superior a 1g por 100g.

-Aceite de orujo de oliva
Aceite obtenido mediante tratamiento por disolvente del orujo de oliva o de
otros procedes fisicos con exclusibn de los aceites obtenidos por
procedimientos de reesterificacion y de cualquier mezcla con aceites de otra
naturaleza. Y se comercializa segun las siguientes categorias:

-Aceite de orujo de oliva bruto
Aceite de orujo de oliva con las caracteristicas corresponden a las fijadas
para este tipo por la presente normativa. Es destinada a la refinacion para su
consumo.

-Aceite de orujo de oliva refinado

Es el aceite obtenido mediante refinacion del aceite de orujo de oliva bruto,
cuya acidez libre no podra ser superior a 0,3 g por 100 g.

-Aceite de orujo de oliva
Aceite constituido por una mezcla de aceite de orujo de oliva refinado y de

aceite de oliva virgen, cuya acidez libre expresada en acido oleico no podra

ser superior a 1g por 100g.
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Huile Huile Huile Huile Huile Huile de Huile de Huile de
d'olive dolive dolive dclive d'olive Huile grignans grignons grignens
vierge vierge vierge vierge raffinée d'olive dolive dolive d'olive
extra courante lampante * brute raffinée

4.1 Caractéristigues
organoleptigues
- odeur et saveur acceptable bonne acceptable bonne
- odeur et saveur (sur
une &chelle continue)
. médiane du défaut Me =10 DzMe<35 35<Ma<g0 Me = 6,0
. médiane du fruité Me=0 Me=0
- couleur jaune claire claire claire
clair jaune a jaune a jaune a
- aspect & 20°C vert jaune brun vert
pendant 24
heures limpide limpide limpide limpide
4.2, Acidité libre
% m/m exprimée
en acide oléique = 0,8 =20 <33 >33 <03 =1,0 non limitée =03 <10
4.3. Indice de peroxyde
en milliéquiva-
lents d'oxygéne
des peroxydes par <20 <20 < 20 non limité <5 <15 non limité <5 <15
kg d'huile

-

-

Tabla I.2. Caracteresticas de aceite de oliva segun el Consejo Oleicola Internacional (COI, 2013a)

La simultanéité des critéres 4.1., 4.2., 4.3. n'est pas obligatoire; un seul peut suffire,
Ou lorsque |a médiane du défaut est inférieure ou égale & 3,5 et la médiane du fruité est égale 2 0.

10
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Huile Huile Huile Huile Huibe Huile de Huile de Huile de
d'olive d'olive d'olive d'olive d'olive Huile gngnons grignons grignons
vierge vierge vierge vierge raffinée dolive d'olive d'olive dolive
extra courante lampante brute ramnés

4.4. Absorbance dang
l'ultraviolet
K
em
- a270 nm (cyclohexane) / <022 0,25 <030 =1,10 < 0,90 =200 <170
268 nm (isc-octane)
- AK <00 = 0,01 =001 =016 < 0,15 =0,20 <0,18
- A232nm < 2,50 £ 2,800
4.5. Teneur en eqy
&t en matieres
volatiles
% mim <02 <02 =02 =03 = 0,1 =01 =15 <01 =01
4.6. Teneur en impuretes
insolubles dans l'ather a1 <01
de péfrole % mim S 0,1 - <02 <0,05 < 0,05 <0,05 <0,05
4.7. Point d'éclair - - . - 2 120°C
4.8. Traces metalligues
mg/kg
fer =30 < 3’0 <30 <30 <3, <30 <30 <30
cuivre <01 =01 <0, <0,1 <0,1 <01 <0,1 =01
4.9. Esters méthyliques (FAME) | £ "AVE + FAEE « 75 moka (canpagne
- 01213}
el
esters éthyligues (FAEE) FAEE < 40 mgikg (campagne 2013-2014),
des acides grag FAEE < 35mg/ig (campagnes 2014-2015),
FAEE < 30 mghg iaprés 2015}
4.10. L Woir point 11.24

Cette détermination est uniquement d'application par les partenaires commaerciaux et & caractére facultatif.
**  Les partenaires commerciaux du pays de vente au détaill pauvent exiger le respect de ces limites lors de la mise a disposition de 'uile au consommateur final.

Tabla |.2. Caracteresticas de aceite de oliva segin el Consejo Oleicola Internacional (COI, 2013a) (continuacion).

11
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1.5. Produccién de aceite de oliva en Marruecos y sus métodos de

extraccion.

La produccién de aceitunas en la actualidad se realiza en mas de 40 paises de
todos los continentes, incluidos lugares exoticos como Hawai, aunque el 98%
de la produccibn mundial de aceitunas sigue siendo en la region del
Mediterrdneo. Espafia, destaca como el lider con mas de 50% de la produccion
del aceite de oliva, seguida de Italia, Grecia, Turquia, Siria, Tunez, Marruecos,
Portugal y Argelia (COI, 2013b).

En Marruecos el olivar es la principal explotacion fruticola con una superficie de
920 000 ha (Essiari et al., 2014) y alrededor de 75% de las aceitunas

producidas se usa para la extraccion del aceite (COI, 2012).

En el marco de la campafia 2011-2012, Marruecos alcanzd las 120 000
toneladas, lo que supone un record histérico para este pais, con un aumento en
la produccion del aceite de oliva, respecto a la media de las ocho ultimas
campafas (COIl, 2013b). Tanto el consumo, como la produccién, han
aumentado en los ultimos afios gracias al plan de expansion oleicola: Plan
“Marruecos Verde” que ha puesto en marcha el gobierno marroqui para

desarrollar y modernizar el sector agricola (Tabla 1.3).

2 500 000
330 000
320 000

120 000
150 000

Tabla I.3. Plan “Marruecos verde” para 2020: Objetivos del sector oleicola (COI, 2012).
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En Marruecos se distinguen dos sectores de la produccidén de aceite de oliva, uno
llamado “sector tradicional”, formado de almazaras tradicionales o “madsras”
(lamadas asi en Marruecos), y otro llamado “sector moderno” compuesto de

almazaras semi-industriales e industriales (MAPM, 2013), (Figura 1.3).

2012, Caractéristiques du secteur de la transformation de I'huile
d’olive
16 345 590

0,
Secteur moderne’_m- < 100%

Secteur traditionnel 98%
29%
Nombre d’unités Capacité de
de trituration Trituration (kt)

Figura I.3. Sector de la produccion del aceite de oliva en Marruecos (MAPM, 2013).

El sector de almazaras tradicionales o de las “maasras”, es el mas extendido
en el pais con un porcentaje de 98% (MAPM, 2013). En efecto, el aceite de
oliva producido en las “maasras” es el mas apreciado y preferido por la
mayoria de los marroquies e incluso lo consideran un aceite de la mejor
calidad.

En las “maasras” como en las almazaras semi-industriales la extraccion de
aceite se realiza por presion (Figura 1.4) o por sistema discontinuo, mientras
gue en las almazaras industriales se practica el sistema continuo. Segun el tipo
de almazara, tres procesos de produccion de aceite de oliva se distinguen en
Marruecos: Proceso tradicional usado en las “maasras”, proceso semi-industrial
practicado en las almazaras semi-industriales y proceso industrial usado en las

almazaras industriales.
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Recoleccion

v
Transporte

Limpieza y lavado

A
Molturacion

Y
Prensado

Agua de vegetacion+ aceite Orujo

Decantacién o centrifugacion

v A4

Aceite Alpechin

Figura |.4. Sistema por presion de la produccion del aceite de oliva en Marruecos.

1.5.1. Proceso tradicional.

El proceso tradicional es un método de extraccion de aceite que ha sido
empleado durante muchos siglos y sigue siendo el método mas usado en
Marruecos, con mas de 16018 almazaras o “maasras” (MAPM, 2013), que son
generalmente de tipo familiar o conocidos y se encuentran localizadas cerca de

las zonas del olivo.

Diferentes etapas existen en el proceso de extraccion del aceite de oliva:
recoleccion de las aceitunas, su transporte, su limpieza o lavado, su

molturacion y la separacion del aceite del orujo y el del agua de vegetacion.
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- Recoleccién

Para obtener un aceite de calidad, es fundamental recolectar la aceituna en el
momento 6ptimo de maduracion, cuando la mayoria esta cambiando de color
(envero), apenas quedan aceitunas verdes y algunas estan completamente
maduras. Los métodos de recoleccién han permanecido invariables durante
siglos, solo recientemente se han introducido nuevas técnicas para facilitar la
recoleccion, tales como los vibradores. EI método ideal de recoleccion es el
ordefio, a mano. En el caso de las “maasras”, generalmente, se golpean las
ramas para hacer caer las aceitunas, este método, provoca la alteracion fisica
del fruto, y ademas gran parte de las aceitunas puede encontrarse
directamente en contacto de la tierra, lo que ayuda a la contaminacion del fruto

por los posibles metales de transicion.

-Transporte y almacenamiento

El mejor medio de transporte de las aceitunas es la cajas de plastico con
orificios especiales que permitan la ventilacion y ayudan a dispersar el calor
que puede ser producido por la actividad enzimatica catabdlica del fruto (Ibar
Albifiana, 2002). Las aceitunas deben ser procesadas en la almazara lo mas

pronto posible y el almacenamiento deberia ser lo mas corté para proteger la
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calidad del aceite. En el caso de las “maasras” las aceitunas se transportan en
grandes cantidades, generalmente en los mismos sacos de plastico (de 50 kQ)
(Figura 1.5) donde van a ser almacenadas. El almacenamiento prolongado de
las aceitunas, es una etapa muy dificil a evitar en las “maasras”, los sacos de
plastico llenos de aceitunas se almacenan a temperatura ambiental durante

dias hasta meses, esperando el turno de la molturacion.

Figura I.5. Aceitunas almacenadas en sacos de plastico de 50 Kg.

Muy poca cantidad de aceitunas puede ser molturada durante los primeros dias
de la recoleccion, la mayoria de los frutos van a ser molturados pasando un
tiempo entre 20 y 45 dias hasta 2 0 3 meses desde su recoleccion en las zonas
de montanas (Chimi, 2001). Es importante comentar que la creencia de
muchos agricultores es almacenar las aceitunas durante mucho tiempos,
pensando que la fermentacién de los frutos conduce a extraer un aceite
“fuerte”, es decir de “la mejor calidad”, y generalmente adicionan una cantidad
de sal (1%) a las aceitunas cuando el almacenamiento esta programado por
mas tiempo (mas de 45 dias). La aceituna se deben molturar el mismo dia de
su recoleccion, ya que al ser un fruto con agua vegetal puede favorecer la
fermentacion y acelerar la oxidacion del aceite. El tiempo de almacenamiento

puede deteriora notablemente la calidad del producto final.
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-Limpieza y lavado de las aceitunas

La etapa de limpieza y lavado de las aceitunas es fundaméntale para la
obtencion de aceite de mejor calidad. Esta etapa consiste en separar el fruto
de otros componentes (hojas, ramas, tierra....) y eliminar las aceitunas dafiada
y alteradas. Las aceitunas normalmente van a estar ya preparadas para el
proceso de molturacion. En las “maasras” estas etapas son inexistentes, por
diferentes motivos: en primer lugar estos tipos de almazaras se encuentran
generalmente en zonas rurales, aisladas de fuentes de agua y electricidad, y en
segundo lugar la falta de informacién del agricultor de que la limpieza de los

frutos es muy importante para extraer un aceite de buena calidad.

- Molturacion

La molturacion es la técnica que rompe el fruto y permite la obtencion del aceite
contenido en sus células. Para este efecto, en el proceso tradicional se usan
molinos de granito de una o dos ruedas, que se mueven por energia eléctrica o
de forma manual (animal). Este ultimo caso, es el mas usado en las “maéasras”
sobre todo en las de zonas de montafia, que emplean también molinos de una
sola rueda y son de madera, y pueden estar al aire libre o protegida bajo una
construccion.

Una cantidad aproximada de 400-1200 kg de aceitunas es molturada muy
lentamente cada dia, siendo la capacidad de produccion de las “maasras” de un
29% (MAPM, 2013).
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Figura I.6. Proceso de molturacién en zona rural marroqui.

-Prensado

La pasta de aceitunas obtenida de la molturacion (una hora después), se coloca
en capachos de esparto o fibra (de 5 a 10 kg de pasta), se somete al proceso
del prensado con el fin de separar la parte sélida (orujo) de la fraccion liquida

gue corresponde a la mezcla de aceite y agua de vegetacion.

Por presion, fluye el mosto oleoso constituido por una mezcla de agua de
vegetacion y aceite que posteriormente hay que separar (decantacion o
centrifugacion). Esta el caso de las “maasras” este operacion se repite varias
veces (5-6), lo que favorece el mayor contacto de la pasta con el oxigeno
(Concha-Herrera et al.,, 2010; Dabbou et al., 2011; Ruiz-Dominguez, 2013;
Pizarro et al., 2013; Karabagias et al., 2013; Anwar et al., 2013; Ben-Hassine
etal.,, 2013; Kalogeropoulos et al., 2014).

-Decantacion o centrifugacion

El liquido obtenido tras el proceso de prensado se somete a decantacion o

centrifugacion, para favorecer la separacion del aceite del agua de vegetacion.
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Este método se basa en la diferencia de pesos entre los pesos especificos del
aceite y del agua.

En el caso de las “maasras” el aceite se recupera después de una simple
decantacion y sin ser sometido al proceso de filtrado. Lo que puede indicar la
presencia de agua de vegetacion con el aceite y la formacion de emulsiones
gue pueden ser el origen de su deterioro. Igual, en este caso los contenedores
finales (destinados al consumidor) son generalmente de reciclaje, es decir que
podrian haber sido usados anteriormente, para aceites, aguas o bebidas. El
aceite en este caso puede encontrarse muy expuesto a cualquier tipo de

contaminacion o alteracion.

1.5.2. Proceso semi-industrial.

En Marruecos, el proceso semi-industrial se refiere al proceso discontinuo por
presion, es decir tradicional y que se distingue del método usado en las
“maasras” por las siguientes diferencias:

-Se encuentran localizadas en zonas industriales.

-El molino es de granito, generalmente de 2 ruedas y se mueve por

energia de eléctrica.

-Trituran una cantidad de oliva que puede llegar a 10 toneladas por dia.

-El prensado se realiza por energia de electricidad

-La separacion del aceite de agua de vegetacion generalmente se realiza

por centrifugacion.

1.5.3. Proceso industrial.

A nivel industrial se emplea el sistema continuo de extraccion de dos y tres
fases. En conjunto, el sector de las almazaras del proceso semi-industrial y del
proceso industrial representa solo el 2% y llega a una capacidad de produccion
del 71% del total del aceite de oliva virgen extraido en el pais (MAPM, 2013).
Los aceites producidos en estas almazaras son generalmente destinados a la

exportacion.
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1.6. Composicion quimica del aceite de oliva.

Las grasas son, junto con las proteinas e hidratos de carbono, los principales
componentes de los alimentos. La funcién principal es de fuente de energia,
también desempeian funciones como la de ser fuentes de &cidos grasos
esenciales, favorecen el transporte de vitaminas liposolubles y confieren a los
alimentos fritos la textura que los hace mas apetecibles y les aporta buen sabor.
Las grasas empleadas en la alimentacion son de origen animal o vegetal; a
estas Ultimas se les llama “aceites vegetales comestibles” y se dividen en dos

grupos:

- Aceite de oliva, que se obtiene de la aceituna y es el principal lipido
(95% del total) en la DM tradicional (Gallus et al., 2004; Visioli et al.,
2004; Pauwels, 2011).

- Aceite de semillas, afiadiendo el nombre de la semilla o fruto de donde
procede. Los compuestos quimicos del aceite de oliva pueden
integrarse en dos grupos (Mataix et al., 1988): Fraccion saponificable y

fraccion insaponificable (Figura 1.7).

Fraccidn Saponificable Fraccidn insaponificable
93-99% 0.5-2%
- ‘ - -Pigmentos
Trigliceridos -Tocoferoles
-Hidrocarburos

-Compuestos fendlicos
-Diglicéridos -Esteroles
-WMonoglicéridos -Ceras_ -Compuestos volatiles
-Acidos grasos libres | | “FOSFOlpIdOS ||y 100ngies grasos

Figura I.7. Principales componentes del aceite de oliva (Mataix et al., 1988).
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a) Fraccion saponificable

La fraccion saponificable representa la mayor parte del peso del aceite de

oliva (98-99%), formada por Triglicéridos y acidos grasos libres.

Acidos grasos

Los acidos grasos son moléculas formadas por una cadena de atomos de
carbono y hidrogeno terminadas con un grupo metilo y un grupo carboxilo.

Los acidos grasos se clasifican por la presencia de dobles enlaces en su
molécula, pudiendo ser saturados (AGS) (sin dobles enlaces) o insaturados.
Estos ultimos, a su vez, pueden ser monoinsaturados AGMI (con un doble

enlace) o AGPI (con dos o mas dobles enlaces).

Los principales &cidos grasos presentes en el aceite de oliva son: miristico
(C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), heptadecanoico (C17:0),
heptadecenoico (C17:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2),
linolénico (C18:3), araquidico (C20:0), eicosenoico (C20:1), behénico (
C22:0) y lignocérico (C24:0).

La composicion en acidos grasos del aceite de oliva varia segun una serie
de factores entre ellos: la variedad (Amaral et al., 2010; Ruiz-Dominguez et
al., 2013), zona geogréfica (Karabagias et al., 2013), Irrigacion (Dabbou et
al., 2010), clima (Garcia-Inza et al., 2014) latitud o altitud (eg., Spain, Tous
et al., 1997; Australia, Mailer et al., 2010; Argentina, Ceci and Carelli, 2010;
Italy, Orlandi et al., 2012), influencia de la calidad de las aceitunas (Gémez-
Caravaca et al., 2013), tiempo de la cosecha (Dag et al.,, 2011) y los
procesos de extraccion (Zamora et al., 2001; Rotondi et al., 2004; Abaza et
al., 2005; Ben Temime et al., 2006; Baccouri et al., 2007; Dag et al., 2009;
Goncalves et al., 2012).

El aceite de oliva se diferencia de otras grasas vegetales por su alto
contenido en acidos grasos monoinsaturados. El &cido oleico es el acido

graso monoinsaturado (AGMI) mas abundante y representativo, del 53% al
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83% de los acidos grasos del aceite de oliva (COI, 2008). Entre los acidos
grasos poliinsaturados (AGPI), el &cido linoleico (omega 6) representa del 3.5
al 21.0 % de la composicion total del aceite de oliva, mientras que acido alfa
linolénico (omega 3) representa valores de bajo o igual a 1%. Estos tipos de
acidos grasos llamados esenciales deben ser aportados al organismo a
través de la alimentacién. Entre los acidos grasos saturados (AGS) se
encuentra el acido palmitico y el estearico que representan entre 7.5-20% y
0.5-5% respectivamente (COI, 2008). Una dieta abundante en acidos grasos
monoinsaturados (AGMI) se acompafaba de una reduccion de mortalidad
por multiples causas (Sofi et al., 2008). El oleico, AGMI mayoritario en el
aceite de oliva es considerado como un factor clave de los beneficios
cardiovasculares de la dieta mediterranea (Pérez-Jiménez et al., 2007; Sofi et
al., 2008; Sacks et al., 2009; Trichopoulou et al., 2009; Lopez-Miranda et al.,
2010; Carrillo Ferndndez et al., 2011).

Igual, se demostré6 que los acidos grasos saturados (AGS) incrementan el
colesterol transportado en las LDL y en las HDL, los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) reducen ambas fracciones y los AGMI disminuyen la
fraccion transportada en las LDL, sin modificar o incrementar la contenida en
las HDL (Mattson and Grundy, 1985).

Dentro de la categoria de AGPI existen dos familias; los omega-6 y los omega-
3 con especial interés, debido a su importante funcién bioldgica v,
especialmente, porque no pueden ser sintetizados por el organismo de los
mamiferos. Son los llamados acidos grasos esenciales, con funciones tales
como el ser reguladores metabdlicos en los sistemas cardiovascular, pulmonar,
inmune, secretor y reproductor, el ser imprescindibles para preservar la
funcionalidad de las membranas celulares y porgue participan en los procesos
de trascripcion genética (Carrillo Fernandez et al., 2011). Estos acidos grasos,
debido a que los seres humanos no pueden sintetizarlos, deben ser aportados
por la dieta y una vez que nuestro organismo dispone de ellos, pueden ser
alongados para generar acidos grasos de cadena mas larga como el

eicosapentaenoicos (EPA, con 20 atomos de carbono) y el docosahexaenoico
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(DHA, con 22 atomos de carbono y de gran importancia bioldgica, siendo el

altimo de ellos el principal lipido estructural del cerebro (Harris et al., 2008).
-Triglicéridos
Los triglicéridos son los constituyentes fundamentales de todos los aceites y

grasas y se encuentran en un 95-98 % en el aceite de oliva (Nagy et al., 2005).

Estan formados por una molécula de glicerol esterificada con acidos grasos.

0

I’|.i Il H C
H-C~0H H-0—C-R H-C—0—C-R

| i 0
H'?'OH *  H-0-C—R = H-C—0—C-R
H-C-0H 0 0

[ H-0—C—R HC-0CR

H H

Glicerol Acidos grasos Triglicérido

Figura 1.8. Representacion de la formacién de un triglicérido.

La proporcion de los acidos grados libres resultantes de la hidrélisis de los
triglicéridos es la responsable del grado de acidez del aceite y su cantidad es

muy importante en la clasificacion del aceite.

-Mono y diglicéridos
Los mono vy diglicéridos se encuentran en pequefia cantidad: 0.25% y 1.3%
de los &cidos grasos totales respectivamente, la presencia de estos

compuestos en el aceite de oliva es indicativo que es de baja calidad
(Mariani and Fedelicol, 1985).
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-Ceras

Las ceras son el resultado de una esterificacién de los alcoholes presentes
en el aceite con los acidos grasos libres. La hidrolisis de los triglicéridos
provoca un aumento de la proporcion de acidos grasos libres lo que conduce

a la esterificacion.

-Fosfolipidos

El acido oleico es el acido graso predominante en la estructura de los
fosfolipidos. El aceite de oliva recién producido puede contener cantidades

pequefias de fosfolipidos, entre 40 y 135 mg/Kg.

b) Fraccién insaponificable

La fraccion insaponificable tiene los constituyentes minoritarios del aceite de
oliva, del 0.5- 2 %, no reacciona con el hidroxido potasico o el hidroxido
sodico para formar jabones y quimicamente no estan relacionados con los
acidos grasos. Es el caso de hidrocarburos, esteroles, tocoferoles,
pigmentos, alcoholes grasos, compuestos volatiles, constituyentes

aromaticos y compuestos fendlicos.

Hidrocarburos

Los hidrocarburos presentan los componentes menos polares de la fraccion
insaponificable de los aceites vegetales. En el aceite de oliva se puede
diferenciar los siguientes hidrocarburos: terpénicos, esteroideos y policiclicos
aromaticos. En el aceite de oliva contiene dos hidrocarburos terpénicos en

cantidades considerables: B-caroteno y escualeno.
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Esteroles

Los esteroles forman un amplio grupo de componentes que presentan una
estructura molecular comun. Se encuentran presentes en su forma libre o
esterificada con acidos grasos. El numero, la posicion de dobles enlaces y la
naturaleza de la cadena lateral hacen distinguir varios esteroles entre ellos 3-
sitosterol (70-90 %). Se relaciona el contenido total de esteroles con la
acidez libre; los aceites con un nivel alto de acidez se encuentran con
valores altos de esteroles. La composicion de esteroles puede ser afectada
por diferentes factores como el sistema de produccion del aceite y su

almacenamiento del aceite.

Sustancias volatiles y aromaticas

El aceite tiene un aroma y un flavor (unién entre el sabor y el olor) que son
caracteristicas distintivas del aceite de oliva de otros aceites comestibles. La
presencia de un alto numero de estas sustancias que en conjunto
representan 250-500 ppm (Mataix., 2001) y son las responsables de su

fragancia y sabor caracteristico.

Pigmentos

El aceite de oliva tiene un color que va desde el verde-amarillo hasta el
dorado, es considerado como una caracteristica importante de calidad, y
depende de la variedad y del estado de madurez del fruto. Los responsables
del especial color del aceite de oliva son los carotinoides, clorofila a y b
(verdes) y feofitinas a y b (marrones). Los aceites de oliva que contienen
pigmentos verdes deben estar protegidos de la luz durante su

almacenamiento para minimizar los efectos de la oxidacion (Kiritsakis, 1992).

Tocoferoles

Los tocoferoles son compuestos heteroacidos de alto peso molecular. Se

conocen 8 compuestos en la serie de tocoferoles que se encuentran en la
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naturaleza, los cuales son derivados del 6-cromanol. Se han identificado

varios tocoferoles como q, 3, yy 0.

Alcoholes grasos

Los alcoholes grasos presentes son constituyentes menores pero
importantes en el aceite de oliva. Pueden ser utilizados para diferenciar los
distintos tipos de aceites (Reglamento (CEE) N° 2568/91). Los alcoholes

grasos pueden ser lineales (alifaticos), triterpénicos o diterpenoides.

Compuestos fendlicos (CP)

Los CP presentes en el aceite de oliva constituyen una fraccion muy compleja
formada por un nimero muy elevado de compuestos, algunos todavia por
identificar. Los CP del aceite han demostrado ser implicado en la prevencion
del desarrollo de una serie de enfermedades al tener efectos en la aumentacion
de las concentraciones del colesterol lipoproteina de alta densidad (HDL)
(Covas et al., 2006; Estruch et al., 2006) y en la reduccién de la oxidacién del
colesterol lipoproteina de baja densidad la (LDL) (Gimeno et al., 2007; De la
Torre-Carbot et al., 2007; Gonzalez-Santiago et al., 2010). Estudios realizados
en vitro muestran el efecto eficaz de CP para inhibir la proliferacion, la
migracion y la invasion de las células del cancer de prostata y el cancer de
mama (Elnagar et al., 2011). Los CP derivados de aceite de oliva virgen han
mostrado tener acciones significativa en la capacidad antiinflamatoria, tanto in
vivo como in vitro (Corona et al., 2009; Khymenets et al., 2009). CP han
mostrado capaz de inhibir factor de necrosis tumoral a nivel de los monocitos
gue juegan un papel significativo en el desarrollo de enfermedades causantes
de inflamacion (Gong et al.,, 2009; Dell’'Agli et al., 2010). Otros estudios han
mostrado la capacidad de CP por su actividad terapéutica beneficiosa para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Li et al., 2009; Pitt et al., 2009), se
ha observado una disminucién del 40 % del Alzheimer en poblaciones que
consumen una dieta de tipo mediterranea (Scarmeas et al., 2009).
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Los CP contribuyen de manera importante a la calidad sensorial del aceite
(Angerosa et al., 2000; Andrews et al., 2003; Gutiérrez-Rosales et al., 2003;
Lesschaeve et al., 2005; Beltran et al.,, 2007; Garcia-Mesa et al., 2008;
Santosa, 2010). Como a su estabilidad oxidativa (Velasco et al., 2002; Van
der Sluis et al., 2005; Mateos et al., 2005).

La cantidad y la composicion de los polifenoles en el aceite de oliva esta
relacionada con diferentes factores naturales: clima, geografia, variedad ,
estado de maduracion, (Cicerale et al., 2009; Issaoui et al.,, 2009, 2010;
Dabbou et al., 2010; Garcia-Gonzalez et al., 2010; Ouni et al., 2011; Manai-
Djebali et al., 2012; Anwar et al., 2013; Ben-Hassine et al., 2013; Dagdelen et
al., 2013), los sistemas de extraccion, temperatura y tiempo de molturacion
(Servili et al., 2008; Taticchi et al., 2013; Ben-Hassine et al., 2013; Reboredo-
Rodriguez., 2014; Kalogeropoulos et al., 2014), el estado biolégico de las

aceitunas (Gomez-Caravaca., 2013).

Diferentes grupos de compuestos fendlicos estan presentes en el aceite de
oliva, como acidos fendlicos, alcoholes fendlicos, flavonoides, lignanos y

secoiridoides (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Principales clases de polifenoles presentes en el aceite de oliva.
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-Acidos fenélicos

El termino acidos fenolcos, en general, describe los fenoles que posen un
grupo carboxilico acido funcional.
Los fenoles acidos encontrados en la oliva se distinguen principalmente en dos

grupos: acidos benzoicos y acidos cinamicos.

Acidos benzoicos: acido benzoico, p-hidroxibenzoico, galico, siringico,

protocatequico, y vanilico.

Acidos cinamicos: é&cido cinamico, p-cumarico, o-cumarico, cafeico,

ferulico, y sinapico estan presentes en productos de la aceituna (Ryan and
Robards, 1998; Tuck and Hayball, 2002; Pinelli, 2003; Garcia et al., 2003;
Yang, 2007).

Los acidos fenolecos se asocian con el color y con las propiedades sensoriales
al igual que con los beneficios sobre la salud y a las propiedades antioxidantes
(Maga, 1978). Shahidi y Nacsk (1995) han evaluado el contenido y el perfil de

los fenoles acidos en la conservacion de los alimentos.

-Secoiridoides

Los principales fenoles glucésidos identificados en el fruto del olivo de
diferentes variedades en las etapas de maduracibn son oleuropéina y
demeteloleuropeina (Obied et al, 2008; Gomez-Rico et al., 2008).
Oleuropéina es el principal glucésido secoroideo presente en la aceituna.
Durante los procesos de la molienda y malaxacion, la oleuropéina y
demeteloleuropeina son hidrolizados por enzimas enddgenas. Los aglicones
son solubles en la fase del aceite mientras que los glucésidos pueden pasar
en la fase del alpechin. Otro secoiridoide de interés presente en el aceite de
oliva es el ligustrésido. El contenido en derivados de ligustrésido aglicona y
de la forma aldehidica de la oleuropéina aglicona se han relacionada con las

propiedades sensoriales de amargo y picante (Tovar et al., 2001; Mateos et
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al., 2004). Oleuropéina se considera como el principal responsable del gusto

amargo de las aceitunas (Andrews, 2003).

-Alcoholes fendlicos

Los alcoholes fendlicos: hidroxitirosol o (3,4-dihidroxifenil) etanol, tirosol o (p-
hidroxifenil) etanol y (3,4- dihidroxifenil) etanol glucésido, son identificados
durante almacenamiento del aceite de oliva (Segura-Carretero et al., 2010).
Son derivados secoiridoides resultados de la hidrélisis enzimatica de
oleuropéina, ligstroiside y demetiloleuropeina (Montedoro et al., 2002). Los
compuestos alcoholes fendlicos son conocidos como constituyen
cuantitativamente de la fraccion fendlica mas significativa del aceite de oliva
(Mateos et al., 2001; Lerma-Garcia et al., 2009) y como compuestos con la
actividad antioxidante mas potente (Artajo et al., 2006). Los fenoles, y en
particular el hidroxitirosol, oleuropéina y sus derivados, contribuyen bastante
a la estabilidad de oxidacion del aceite (Papadopoulos and Boskou, 1991;
Rice-Evans et al., 1996).

-Flavonoides

Los flavonoides se subdividen en flavonas, flavonoles, flavanones y
flavanoles. Los flavonoides tienen un efecto beneficioso contra algunos
canceres y enfermedades coronarias (Nestel, 2003; Kanadaswami et al.,
2005). Varios autores indican la presencia de los flavonoides de tipo luteolina
y apigenina en aceite de oliva (Rovellini et al.,, 1997; Ryan et al., 2003;
Murkovic et al., 2004; Morell6 et al., 2005; Carrasco-Pancorbo et al., 2006;
Ocakoglu et al., 2009).

-lignanos

La presencia de lignanos tales como el pinoresinol y el acetoxipinoresinol se
han detectado también en la fraccion fendlica de aceites de oliva (Brenes et
al., 2000; Yang et al., 2007).
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2. OXIDACION Y ANTIOXIDANTES

2.1. Radicales libres.

Un radical libre (RL) se define como especie quimica neutra 0 con uno o mas
electrones desapareados en sus orbitales (Fridovich, 1978), lo que lo
convierte en un compuesto altamente inestable capaz de formar otros
radicales libres. Para alcanzar su estabilidad molecular el RL reacciona con
otras moléculas cercanas de los lipidos o proteinas de la membrana celular,
cediendo o captando un electrén para compensar este orbital incompleto y
como consecuencia se desestabiliza la configuracion electronica de la
molécula atacada, que perdiendo un electron, se convierte a su vez en
radical libre, y de esta manera se puede iniciar una reaccion en cadena
(Halliwell, 1993), que puede dafiar muchas células.

Las fuentes exdgenas de radicales libres son muy diversas; como la
exposicion ambiental a la luz UV, radiacion X, radiacion gamma,
contaminantes, el tabaco, y el metabolismo de algunos farmacos (Gilbert
and Colton, 1999; Brook et al, 2004).

A nivel del organismo, los factores que favorecen la generacién de radicales
libres pueden ser procesos oxidantes metabdlicos, respiracion celular, accion
de enzimas oxidativas y reacciones inflamatoria. Las mitocondrias se
consideran como las principales que consumen mas del 90% del oxigeno
presente en el organismo. Otra fuente enddgena de radicales libres son las
células fagociticas, que destruyen células infectadas por bacterias o virus
dan lugar a oxidantes como O,", H,O, NO y OCI'. En este caso los radicales
libres juegan un papel positivo en el organismo, formando parte de la defensa
inmunitaria (Diplock et al., 1998), sin embargo, las células sanas pueden ser
dafiadas si no hay un control suficiente por los antioxidantes (D‘Odorico et
al., 2001).
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El exceso de radicales libres puede superar la defensa antioxidante en el
organismo y provocar un desequilibrio llamado estrés oxidativo (Rezaie et al.,
2007; Zhu and Li, 2012). Este efecto puede deberse a un aporte insuficiente
en la dieta de antioxidantes, a una produccion excesiva de radicales libres
durante el metabolismo de farmacos, o por una activacion excesiva del
sistema celular (Halliwell, 1996). También el avance en la edad mostré una
reduccion significativa a nivel de sistemas de defensa enzimaticos (El
haouhay et al., 2003).

Los radicales libres causan dafio al capturar electrones de los lipidos y
proteinas de la membrana celular, que entonces no podra cumplir sus
funciones. A nivel de la célula, los RL reaccionan con componentes
moleculares y son capaces de modificar la estructura de membrana celular;
provocando cambios en sus propiedades fisicoquimicas, aumentando su
permeabilidad y perdiendo progresivamente sus funciones como el
intercambio de nutrientes y descartar los materiales de desecho celular,
complicando el proceso de regeneracion y reproduccion celular. También los
RL pueden atacar a las proteinas oxidando los aminoacidos y impidiendo el
normal desarrollo de sus funciones; enzimas que regulan el metabolismo
celular, transportadores ionicos de membranas, receptores y mensajeros
celulares (Davies, 1987; Stadtman, 1992). La molécula ADN (acido
desoxirribonucleico) es ademas un objetivo de ataque de RL. Su dafio
produce bases modificadas, teniendo una serie de consecuencias en el
desarrollo de mutaciones y carcinogénesis por una parte, o la perdida de
expresion por dafio al gen especifico y muerte celular o apoptosisi por otra
parte (Droge, 2002; Dincer et al., 2007; Moret et al., 2012).

Los radicales libres se han asociado, con el desarrollar de diversas
enfermedades inflamatorias, aterosclerosis, cancer, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades degenerativas (Uttara et al., 2009; Yu et
al., 2009; Beltran et al., 2010; Almenier et al., 2012; Zhu and Li, 2012; Moret
et al., 2014).
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2.1.1. Tipos de radicales libres.

Existen diferentes tipos de RL, los derivados del oxigeno; “Especies
Reactivas de Oxigeno” o “Reactives Oxygen Species” (ROS) y los “Especies
Reactivos de Nitrogeno”, o “Reactives Nitrogen Species” (RNS), que
contengan nitrégeno en su estructura. Las principales especies reactivas que

se encuentran a nivel del organismo son:

e Oxigeno molecular singlete (O,): especie no radicalaria excitada que

se forma por exposicion a la luz UV. Presenta toxicidad baja.

e Anion superoxido (O,7): su formacién ocurre a nivel de la cadena de
transporte de electrones, a través de la membrana mitocondrial
interna. En este proceso el oxigeno (O,) actia como aceptor final de
electrones (e-) y su reduccion puede llevar a reacciones

intermediares con el resultado de la formacién de diferentes RL.

¢ Peroxido de hidrogeno (H205): se forma cuando el radical superéxido
capta dos protones. Tiene pocas estructuras diana oxidables y es
facilmente transformado en agua por las enzimas catalasas (Del Rio
et al., 1992).

¢ Radical Hidroxilo (OH") es altamente reactivo, ataca a la mayoria de
las estructuras celulares, y actia inmediatamente en el lugar en el
que se produce (Diplock et al.,, 1998) o cerca de su sitio de

formacion (Finley et al., 2011).

¢ Radicales peroxilo (ROO’): son capaces de combinarse con atomos
de hidrogeno de otro acido graso, iniciando reacciones en cadena
gue pueden transformar los acidos grasos de la membrana en

hidroperoxidos (Halliwell, 1991). El peréxido mas simple es el radical
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hidroperoxil o perhidroxil (HOO") que es la forma protonada del ion
superoxido O, (De Grey, 2002).

 Oxido nitrico (NO): tiene una doble funcién, con efectos beneficiosos
en el organismo y dafinos. Importante funcibn como
neurotransmisor, mediador de la respuesta inmune y regulador en la
agregacion plaguetaria y relajacion de la musculatura vascular lisa.
Actla también, destruyendo células y tejidos jugando un papel
significativo en la aparicion de enfermedades inflamatorias, como

diabetes ateroesclerosis y artritis.

2.1.2. Reacciones de los radicales libres.

Los RL pueden actuar sobre diversas componentes celulares, en especial los
lipidos, sobre todo, los &acidos grasos poliinsaturados, que son las
biomoléculas mas susceptibles de ser atacados por estas especies reactivas
(Cheeseman and Slater, 1993). El proceso oxidativo de los lipidos o
peroxidacion lipidica conduce al deterioro de los acidos grasos que
componen las membranas celulares, y se realiza durante diferentes etapas:
(Figura 1.10) (Arana Molina, 2006).
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b) Formacién de un radical peréxido, COO",

c) Propagacién de la reaccion.

R-CH— + R-CH:— —> R-CH- + R-CH'—

CH' CE=CH—CH=CH CH= CH CH=CH T

02
_\ 0-0"
|

_CH'—- —» — CH—

0-0" 0-OH

Figura I.10. Principales etapas de la peroxidacion lipidica.

Fase de iniciacion o ataque oxidativo de los acidos grasos:
se forman los radicales libres por la presencia de un agente
iniciador. La peroxidacion se inicia cuando se extrae un
atomo de hidrégeno de uno de los grupos —CH- de la cadena
carbonada dejando un electrén no apareado en el atomo de

carbono.

Fase de formacion de radical peréxido, COO  : el radical de
carbono formado se convierte en una molécula altamente
reactiva que se combina rapidamente con el oxigeno para

dar lugar a radicales peroxilo (COO).

Fase de propagacion de la reaccion: los radicales peroxilo
(COO0O), a su vez, son capaces de combinarse con atomos
de hidrégeno de otros acidos grasos, iniciando reacciones en
cadena que pueden continuar hasta que los acidos grasos
de la membrana hayan sido completamente oxidados a

hidroperoxidos.
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e Fase de terminacion: se detiene la reaccion por
neutralizacion entre los radicales o por la inactivacion de
estos, en presencia de sustancias antioxidantes como:

glutation, tocoferoles, carotinoides, fenoles, etc.

2.2. Sistemas de defensa antioxidante.

Las células estan provistas de un gran cantidad de sistemas de defensa
antioxidantes (Halliwell, 1996). Se define como antioxidante aquella sustancia
que presente a baja concentracion respecto a las de un sustrato oxidable,
retarda o previene su oxidacion (Halliwell, 1995). El antioxidante, al reaccionar
con el radical libre cede un electron, se oxida y se transforma en un radical
libre, débil no toxico, estable e incapaz de propagar la reaccién. Y por lo tanto,
proteger las moléculas del dafio producido por los RL (Halliwell, 1986;
Fridovich, 1989).

Existen dos tipos de sistemas antioxidantes: el primero endégeno, se basa en
un sistema enzimatico de defensa especifico y variado, presente en el sitio de
lo RL, que los mantiene a bajas concentraciones. Este grupo de sistemas
incluye la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutation
peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GRd) y la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH). Estas enzimas interaccionan entre si y previenen el
dafio oxidativo metabolizando los RL téxicos producidos como consecuencia
del metabolismo respiratorio normal o durante el estrés oxidativo. El segundo
sistema es de antioxidantes no enzimaticos, denominados antioxidantes
exdégenos, incluye el tocoferol (vitamina E), el manitol, el ascorbato (vitamina
C), el glutation, el acido urico, la melatonina, el escualeno, los carotenoides y
los compuestos fendlicos. A diferencia de los antioxidantes enzimaticos, estos
otros reaccionan con los radicales libres y modifican su estructura, es decir, los
capturan o neutralizan, y se oxidan en el proceso, haciéndose un radical libre
deébil, no toxico que es estable e incapaz de propagar la reaccion. No obstante,
algunos metales, como selenio, cobre, zinc y magnesio, que en ocasiones
forman parte de la estructura molecular de las enzimas antioxidantes, también

son fundamentales en este mecanismo de proteccion celular.
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Segun sus mecanismos de accidn, los antioxidantes se clasifican en primarios,

secundarios 0 terciarios:

-Antioxidantes Primarios

Previenen la formacion de las especies reactivas del oxigeno (ROS),
convirtiéndolas en moléculas menos perjudiciales, o evitan su produccion a
partir de otras moléculas, como es el caso de la quelacion de los iones

metalicos implicados en el proceso de oxidacion.

-Antioxidantes Secundarios

Capturan radicales libres formados, impidiendo reacciones en cadena que
aumenten el dafio celular. Inhiben la generacion de ROS, entre ellos se
encuentra superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation pero-xidasa
(G-Px). Estas enzimas son antioxidantes biolégicos que actian directamente
sobre los radicales libres, neutralizando los especies reactivos de oxigeno
(ROS) (Haskins et al., 2003; Puiggros et al., 2005; Oliveras-Lépez et al., 2014).
La SOD cataliza la reaccion de 02" a H,O, y la CAT y GPx catalizan el H,O; a
H.O (Moret et al., 2014). La superoxido dismutasa ademas ha sido
ampliamente caracterizada como enzima antiapoptotica (Bernard et al., 2001).
Otras enzimas han sido indicadas en la inhibicion de la propagacién de la
formacion de ROS, como albumina, Bilirrubina (Assad et al.,, 2001) y

Ubiguinonas (coenzima Q) (Bentiger et al., 2007).

-Antioxidantes Terciarios

Reparan o eliminan las biomoléculas dafiadas. En este grupo se incluyen las
enzimas reparadoras del ADN (Page et al., 2009) y la metionina sulféxido
reductasa.

Para prevenir tales complicaciones, un suministro exdgeno de antioxidantes en
la dieta es necesario, para reforzar la defensa de antioxidantes endégenos y

enfrentarse a situaciones en las cuales se producen radicales libres en exceso.

36



Introduccién

Numerosos estudios realizados en voluntarios, han destacado las propiedades
gue tienen ciertos alimentos de la dieta, tras el consumo, como son el té verde
(Koutelidakis et al., 2009), chocolate (Schroeter et al., 2006; Vetrani et al.,
2014) y el aceite de oliva (Oliveras-Lopez, 2005; Perona et al., 2006; Salvini et
al., 2006; Covas, 2007; Samaniego-Sanchez, 2010; Oliveras-Lépez, 2014) para
modular la capacidad antioxidante total del plasma.

2.3. Antioxidantes presentes en el aceite de oliva.

El aceite de oliva es el principal componente graso de la dieta mediterrdnea
(Willett et al., 1995), sus propiedades saludables estan atribuidas a su alto
contenido en acido graso monoinsaturados (MUFA) (Tripoli et al, 2005; Fit6 et
al., 2005, 2007; Carluccio et al., 2007; Gimeno et al., 2007) y también a su
contenido en multiples componentes menores, con propiedades antioxidantes y
actividades biolégicas importantes (Perona et al.,, 2006; Fito et al., 2007

Oliveras-L6pez et al., 2013).

Entre los principales antioxidantes del aceite de oliva se encuentran los
polifenoles (Tripoli et al., 2005; Oliveras-Lopez, 2005; Perona et al., 2006),
tocoferoles, carotenoides (Beltran et al., 2005; Hrncirik and Fritsche, 2005;
Samaniego-Sanchez et al.,, 2012) y escualeno (Mateos et al., 2003;
Samaniego-Sanchez et al., 2010).

El a- tocoferol es el formato mas comdn a la vitamina E, forma una fuente
bioactiva importante del aceite de oliva (Tsimidou, 2010) y es el principal
antioxidante liposoluble del organismo humano, que ha mostrado actividad
biolégica muy alta frente a los reactivos del oxigeno (ROS) en los sistemas
bioldgicos, tiene efectos positivos frente a células dafadas en diferentes tipos
de céancer, proteccion del sistema inmune y previene contra enfermedades

cardiovasculares (Bramley et al., 2000; Schneider, 2005).

El B-caroteno es el mas abundante en el aceite de oliva y es el mas

importante precursor de la vitamina A, actla como un potente antioxidante
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capaz de bloquear el oxigeno singlete en forma activa de oxigeno, impidiendo
la oxidacion lipidica. Estos efectos antioxidantes de B-caroteno han sido
descritos in el aceite de oliva virgen (Beltran et al., 2005; Hrncirik and Fritsche,
2005). Presenta propiedades antioxidantes y proapoptosicas, disminuyendo el
crecimiento epitelial prostatico en tumores andrégeno-independientes,
reduciendo los factores de crecimiento insulinicos y protegiendo contra
enfermedades cardiovasculares (Platz and Giovannucci, 2006; Key et al., 2007,
Von Low et al., 2007; Britton et al., 2008).

El escualeno es una fuente bioactiva importante del aceite de oliva (Tsimidou,
2010; Samaniego-Sanchez et al., 2010), ha mostrado tener propiedades
antioxidantes capaces de reforzar el sistema de antioxidantes endogenas frente
al dafio oxidativo (Mateos et al., 2003; Tsimidou, 2010).

Los compuestos fendlicos (CP) presentes en el aceite de oliva forman una
fraccibn muy compleja constituida por un nimero muy elevado de compuestos,
algunos todavia por identificar. Estos compuestos han mostrado estar
implicados en la prevencion del desarrollo de una serie de enfermedades al
tener efectos significativos sobre los radicales libres (Goya et al., 2007; Cioffi et
al., 2010), reducen la oxidacion lipidica por inhibicion de la iniciacién o de la
propagacion de la oxidacién, al inactivar o eliminar los radicales libres
(Cerretani and Bendini, 2010). Los CP han sido identificados como potentes
antioxidantes para reducir la oxidacion del ADN y de los lipidos (Toshima et al.,
2000; Marrugat et al., 2004; Oliveras-Lopez, 2005; Hillestram et al., 2006;
Covas et al., 2006; De la Torre-Carbot et al., 2007; Paiva-Martins et al., 2009;
Loru et al., 2009; De la Torre-Carbot et al., 2010).

Investigaciones han puesto de manifiesto como el aceite de oliva rico en CP
modula beneficiosamente el equilibrio entre el glutation reducido (GSH) y
glutation oxidado (GSSG) (Oliveras-Lopez., 2005; Visioli et al., 2005; Salvini et
al., 2006; Bogani et al., 2007; Oliveras-Lopez et al., 2014) y reduce el dafio
oxidativo en los globulos rojos, células renales e intestinales (Paiva-Martins et
al., 2009; Loru et al., 2009).
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Es importante conocer los efectos antioxidantes de los compuestos fendlicos
del aceite de oliva, teniendo especial interés aquellos que poseen grupos orto-
difendlicos. (Mateos et al., 2003; Bouaziz et al., 2005), como el hidroxitirosol,
decarboximethyl oleuropéina aglicona y oleuropéina aglicona (Bendini et al.,
2007).

2.4. Medida de la actividad antioxidante.

Es una medida basica en la determinacion del potencial antioxidante y del valor
biolégico de producto alimentario (Kuskoski et al., 2005) y se considera un
parametro importante para la determinacion de la calidad y del valor nutritivo
del aceite (Koidis and Boskou, 2015).

Recientemente, la actividad antioxidantes esta ampliamente estudiada en
productos vegetales (Li et al., 2012; Shahat and Marzouk, 2013; Zenil Lugo et
al., 2014; Sochor et al., 2014).

Debido a la complejidad de los procesos de oxidacién es obvio que no existe un
anico método de prueba, que refleja de forma completa el perfil antioxidante de
la muestra estudiada (Pérez-Camino et al., 2003). Los métodos descritos miden
la actividad global de todos los antioxidantes (conocidos 0 no) presentes en la
muestra (lvekovic et al., 2005). Prior et al. (2005) definieron una serie de
caracteristicas “ideales”. que sea facil, con un mecanismo quimico y punto final
fijo, instrumentacion disponible, buena reproducibilidad, adaptable a ensayos
con antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos y con diferentes fuentes generadoras
de radicales, y un elevado rendimiento de analisis. Otras caracteristicas a
establecer para fijar un método “ideal” de medida de la capacidad antioxidantes
incluye: a) rango analitico, b) recuperacion, c) repetibilidad, d) reproducibilidad,
y reconocimiento de sustancias que puedan interferir en el analisis (Prior et al.,
2005).

Los componentes antioxidantes actuan inhibiendo o captando las especies

reactivas, reduciendo sus acciones 0 actian como gquelantes de metales
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(Leonarduzzi et al., 2010). Los antioxidantes pueden inactivar los radicales
libres por transferencia de un atomo de hidrogeno o por transferencia de un
electron. Ambos tipos de reacciones pueden ocurrir en el mismo tiempo. Y el
mecanismo dominante tendra que ser determinado a través de estructura y
propiedades del antioxidante; la solubilidad, el coeficiente de particion, el
solvente del sistema, la energia de disolucién y el potencial de ionizacion (Prior
et al., 2005). Asi que la capacidad antioxidante de un alimento esta
determinada por un conjunto de diversas sustancias con diferentes
mecanismos de accion. De hecho, es importante la determinacion de la
capacidad antioxidante in vitro, aplicando mas de un método (Pérez-Jiménez
et al., 2008).

Los métodos usados para medir la capacidad antioxidante de una sustancia se
clasifican en dos grupos: métodos indirectos y métodos directos (Tabla 1.4)
(Samaniego Sanchez, 2006).

En los métodos indirectos se emplea una diana como punto de deteccion, la
presencia de los radicales produce una pérdida o aparicion de este reactivo y
la presencia de antioxidantes produce un aumento o pérdida de la sefial. Entre
los ensayos usados en este caso se incluyen; ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) (Prior et al., 2005) y TRAP (Total Radical-Trapping
Antioxidant Parameter) (Serafini et al., 2000).
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Método Fundamento Determinacion de la
actividad
antioxidante

Captura de Ensayo de El superéxido Inhibicion de la
Radicales Hipoxantina/ generado formacion de azul de
Superoéxido Xantina Oxidasa® enzimaticamente formazan y de Asg

reacciona con el azul

de tetrazolio, se

absorbe a 560 nm
Captura de Produccion de Medida de la fase de
Radicales TRAP 2 peroxilos por retardo en el
Peroxilo descomposicién consumo de oxigeno

térmica de AAPH, con

consumo de oxigeno

Los radicales peroxilo | Medida de la fase de

Modificaciones del oxidan a una proteina | retardo en la

TRAP® produciendo aparicion de la

fluorescencia. fluorescencia

ORAC* Los radicales peroxilo | Mantenimiento de la

oxidan a la ficoeritrina | fluorescencia (AUC)

o fluoresceina 'y

disminuye su

fluorescencia
Captura de Ensayo de la Generacién de OH por | Inhibicion de la
Radicales Desoxirribosa ® la reaccion de Fenton, | oxidacién de la
Hidroxilo que ataca ala desoxirribosa

desoxirribosa.

Determinacion de los

productos por el

ensayo TBARS
Captura de Método de la Los peroxinitritos Mantenimiento de la
radicales Dihidrorrodamina ° oxidan la fluorescencia
Peroxinitrito dihidrorrodamina 123

y pierde su

fluorescencia

Poder Reductor

FRAP /

Formacion de un
complejo FE **- TPTZ

Reduccién del
complejo Fe ® a Fe
2+

, y aumento de la
absorbancia a 593
nm

Captura de
radicales
sintéticos

Método ABTS®
Método DPPH®
Método DMPD *°

Radicales coloreados
con maximo de
absorbancia a 414,
515, 505 nm

Disminucion de la
absorbancia

Refs: * De Gaulejac et al., 1999; “ Wayner et al.,

1985; ° Ghiselli et al., 1995; “ Cao et al., 1999;
® Sanchez- Moreno, 2002; ° Kooy et al., 1994; " Benzie et al., 1996; ® Cano et al., 1998a; °
Sanchez- Moreno et al., 1998; *° Fogliano et al., 1999.

Tabla I.4. Principales métodos de determinacién de captura de radicales libres.
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En los métodos directos el radical se emplea como un factor de cuantificacion,
asi la adicion del antioxidante provoca una disminucion de la sefial debida al
radical. El empleo del antioxidante puede ser antes o después a la generacion
del radical (Arnao et al., 1998). En el ensayo de post-adicion se forma el radical
en ausencia de la muestra, hasta obtener una sefial estable. Cuando se afiade
la sustancia antioxidante la concentracion del radical disminuye y se puede
medir el descenso de sefial producido. En el ensayo de inhibicion, la muestra
se une a los sustratos de oxidacién antes de la generacién del radical y la

reaccion comienza con la adicion del oxidante.

Una amplia aplicacion del método en directo es la prueba de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1965), que permite la estimacién de la capacidad reductora de
moléculas fendlicas. En los ensayos de cuantificacion de uso mas extendido se
emplea DPPH (2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Brand-Williams et al., 1995), ABTS
(2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (Miller et al., 1993),
FRAP (ferric reducing antioxidant power) (Benzie and Strain, 1996) y DMPD
(N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzene) (Fogliano et al., 1999).

A continuacion se describen con mayor detalle estos cinco métodos empleados
en el presente trabajo.

2.4.1. Ensayo Folin-Ciocalteu

El ensayo de Folin-Ciocalteu es un método comunmente utilizado en el area de
agroquimica e industrias alimenticias, por su simplicidad y por la disponibilidad
comercial del reactivo. El método se fundamenta en el caracter reductor de los
polifenoles. Emplea como reactivo una mezcla de &acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico, en medio basico, que se reduce al oxidar los compuestos
fendlicos, originando 6xidos azules de tugsteno (WgO23) y molibdeno (MogOa3).
La absorbancia del color azul desarrollado es maxima en torno a los 725 nm,

proporcional a la concentracion total de polifenoles y se expresa como indice
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de Folin-Ciocalteau. Se trata la muestra con el reactivo de Folin-Ciocalteau en
presencia de Na,COj; Los resultados obtenidos con este método
espectrofotométrico se pueden correlacionar perfectamente con los test de
capacidad antioxidante realizados en el aceite de oliva (Samaniego-Sanchez,
2006).

El compuesto fenolico determinado por el ensayo de Folin-Ciocalteu mas
frecuentemente expresado en equivalentes de &cido galico (Ainsworth and
Gillespie, 2007), aunque sea por aceite de oliva virgen, la expresion con
respecto a otras normas, tales como tirosol, acido 3,4-dihidroxifenil o el &cido
cafeico (Lafka et al., 2011) también se utiliza. La reaccion con el reactivo de
Folin-Ciocalteu no es selectiva debido a la determinacién contemporanea de
todo tipo de moléculas fendlicas (fenoles y o-difenoles) en el extracto de aceite

de oliva.

2.4.2. Ensayos de la medida de la capacidad antioxidante.

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante (Robards et al.,
1999; Cintra et al., 2001; Antolovich et al., 2002; Moreira et al., 2003), ya sea in
vitro o in vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de
la capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste
en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias cromdgenas de
naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de forma proporcional con la
concentracion del antioxidante (Arena et al., 2001; Moyer et al., 2002).

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de
las capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; igual
depende del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los
compuestos interactian entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o
inhibitorios (Kuskoski et al., 2005).
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-DPPH (2, 2- Difenil-1-picrilhidrazilo)

El DPPH es un método mas aplicado en la determinacion de la capacidad
antioxidante de productos naturales (Prior et al., 1998; Arnao, 2000; Antolovich
et al., 2002; Montoya et al., 2003).

El DPPH® es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una
preparacion previa, es uno de los pocos radicales que produce soluciones de
color profundamente puarpura, es disponible en el comercio. Se puede disolver
solo en medio organico, puede ser neutralizado por reduccion directa a traves
de la transferencia de electrones o por eliminacién radical a través de la
transferencia de un atomo de hidrégeno (Prior et al., 2005), (Figura 1.11).

0,
N7 NPh2

o, N NO,

Figura I.11. Estructura quimica de DPPH.

El antioxidante reacciona con el radical DPPH’ disuelto en mezclas de
diferentes solventes (por ejemplo, el metanol, metanol/agua) (Fernandez-
Orozco et al., 2011). El efecto o la capacidad del componente antioxidante es
proporcional a la decoloracién de la solucion del radical DPPH® en presencia de

la muestra (Brand-williams et al., 1995).

La aplicacion de DPPH se realiza usando espectrofotbmetro o cromatografia de
liguidos; HLPC (Bandoniene and Murkovic, 2002; Polasek et al., 2004). En el
primer caso, se mide la absorbancia en longitud de onda de 515-517 nm y
presenta un pico de absorbancia a 515 nm (Sanchez-Moreno et al., 1998; Kim
et al., 2002) y en el caso de HLPC la determinaciéon se realiza a 280 nm
(Cerretani and Bendini, 2010).
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El DPPH puede ser expresado como 1/ECsy, donde la concentracion del
antioxidante causante de la reduccion del 50% de la concentracion inicial de
DPPH es definida como ECs (Cerretani and Bendini, 2010; Hayes et al., 2011)
como puede ser expresan en TEAC, o sea, actividad equivalente a Trolox (umol

Trolox/g o pmol Trolox/l).

El DPPH ha sido usado para medir la capacidad antioxidante a nivel de plantas
medicinales (Shahat and Marzouk, 2013), frutos de olivo (Fernandez-Orozco
et al., 2011; Hassanzadeh et al., 2014), orujo de oliva seco (Uribe et al., 2014),
aceites vegetales en general (Bubonja-Sonje et al., 2011; Lafka et al., 2011;
Christodouleas et al., 2015) y en aceites de oliva en particular (Nakbi et al.,
2010; Samaniego-Sanchez et al., 2012; Franco et al., 2014; Mancebo-Campos
et al., 2014).

-ABTS (acido 2, 2'-azino-bis -3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

El fundamento de este método consiste en generar el radical ABTS™ a partir de
su precursor, el acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS)
(Figura 1.12). El ABTS™ se genera tras una reaccion que puede ser quimica
(dioxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP) (Re et al., 1999; Arnao,
2000; Sellappan et al., 2002; Kuskoski et al., 2004), enzimatica (peroxidase,
mioglobulina), o también eletroquimica (Ishige et al., 2001; Imeh and Khokhar,
2002). En ausencia de antioxidantes, ABTS™ es bastante estable, pero
reacciona enérgicamente con moléculas capaces de dar &tomos de hidrogeno
o electrones, como los compuestos fendlicos, lo que lleva a la desaparicion del

color azul / verde de este radical.

‘l‘ : _ Hs0, E“ . : _ HS0,
uso,mrﬂ:r\z ABTS || ™ “TN_N:EEI: -

Figura 1.12. Estructura quimica de ABTS y de ABTS™
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ABTS™ puede ser neutralizado, por reduccion directa a través de la
transferencia de electrones o por eliminacion radical a través de la
transferencia de un atomo de hidrégeno. Un medio &cido facilita el mecanismo
por transferencia de electrones (Prior et al., 2005). El radical ABTS™ tiene,
ademas, la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a
414, 654, 754 y 815 nm en medio alcoholico (Kuskoski et al., 2005). EIl ABTS™
puede ser soluble tanto en solventes acuosos como en orgénicos, con este
método se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y
lipofilica, aunque la mayor parte de su aplicacion es para determinar la
actividad antioxidante de los extractos fendlicos en solventes polares (Cerretani
and Bendini ,2010). Se aplicO este método para determinar la capacidad
antioxidante en el té (Venditti et al., 2010) en las hojas del olivo (Hayes et al.,
2011) y de las aceitunas verdes (Piscopo et al., 2014).

La reaccion con ABTS™ como con DPPH' ocurre mas bien despacio. Por lo
tanto, los resultados de estas pruebas dependen del tiempo de incubacion para
alcanzar un estado estable, de la proporcion cantidad de muestra y de

concentracion del radical (Cerretani and Bendini, 2010).

Un inconveniente del método ABTS es que en las reacciones con componentes
donantes de atomo de hidrogeno, el radical ABTS™ puede ser reducido por
componentes con grupos-OH que no contribuyen significativamente al efecto

antioxidante (Cerretani and Bendini, 2010).

El método ABTS ha sido comprobado que tiene eficacia para la determinacion
de la actividad antioxidante en el aceite de oliva virgen extra (Samaniego et al.,
2007). Los resultados se expresan en TEAC, o sea, actividad equivalente a

Trolox (umol Trolox/g o ymol Trolox/I).
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-FRAP (poder antioxidante de reduccion ferrica)

El ensayo FRAP se basa en la capacidad del antioxidante para reducir Fe*" a

* (Figura 1.13), el mecanismo reductor férrico de FRAP se fundamenta en la
transferencia de electrones en lugar de la transferencia de un atomo de
hidrégeno (Prior et al., 2005).

\’/k & F{f;*\]/"ﬁ/\ﬂ/
|||)"N 7N N N-\\lg Idlll/-ﬂN N
N / E\\S NT /\\. X

Fe*-TPTZ + Reducciéndeantioxidante — Fe'"-TPTZ GColorazul intenso a 595 nm

Figura [.13. Reduccion del FRAP.

La reaccion FRAP se realiza a pH acido de 3,6 para mantener la solubilidad del
hierro, por lo que la reaccién a un pH bajo se reduce el potencial de ionizacién
que impulsa la transferencia de un atomo de hidrégeno y aumenta el potencial
redox, que es el mecanismo de reaccion dominante. Cuando la reduccion de
Fe® a Fe*" se produce en presencia de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), la
reaccion se acompafa de la formacion de un complejo coloreado en azul (Ou
et al. 2002; Pohanka et al., 2012).

El ensayo FRAP es sencillo, rapido (generalmente 4-6 min), de bajo costo y se
puede realizar a través de protocolos semiautomatico o automatico (Cerretani
and Bendini, 2010).

La preparacion del oxidante se realiza mezclando TPTZ, 25 ml de buffer de
acetato, y 2,5 ml de FeCl3'H,O (20mM). El conglomerado es conocido como
“reactivo FRAP”. La soluci6n final tiene hierro (Fe®**) de 1,67 mM y TPTZ de
0,83 mM. Por lo tanto, el TPTZ se encuentra en la proporcion ideal para una
estequiometria de reaccion entre el hierro Fe** y el TPTZ de 1 a 2. En este
caso el oxidante no es solo el Fe *" (TPTZ),; también contiene otras especies

de Fe*" que pueden crear problemas potenciales ya que muchos quelantes en
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alimentos pueden ligarse con el ion Fe** y formar complejos que son capaces

de reaccionar con los antioxidantes (Huang et al., 2005).

Esta reaccion produce un cambio de color que es monitorizado midiendo la
absorbancia a 595 nm durante 4 minutos, segun el método original, aunque
este tiempo fue posteriormente ampliado hasta 30 minutos (Pulido et al.,
2000), ya que a los 4 minutos los compuestos de reaccion lenta (algunos

fenoles) no la han completado (Prior et al., 2005).

El cambio en la absorbancia (AA = An min — Ao min) S€ calcula y relaciona con el
AA de una sobri estandar de hierro (F e*). El AA es linealmente
proporcional a la concentracion de antioxidante. Una unidad FRAP se define
arbitrariamente como la reduccién de 1 mol de hierro F ** a Fe #* (Huang et al.,
2005). Los resultados se expresan en equivalentes de Trolox (umol Trolox/g o
pmol Trolox/l), tras elaborar una curva de calibrado de este compuesto, un
analogo hidrosoluble de la vitamina E muy utilizado en la expresion de

resultados de capacidad antioxidante.
Este método presenta diferentes inconvenientes:

e Enla misma longitud de onda, 593 nm, aplicada en la determinacién de
la capacidad antioxidante en el ensayo de FRAP, pueden absorber otros
compuestos, como la bilirrubina oxidada, que produce biliverdina,
aumentando el valor FRAP (Prior and Cao, 1999; Ou et al., 2002).

e Cualquier compuesto con un potencial redox inferior a 0,77 V, que es el
potencial de reduccién del Fe* a Fe?', podria reducir al Fe*,
sobreestimando el valor de FRAP (Ou et al., 2002).

e Existen componentes como el &cido ascoérbico que, ademas de reducir el
Fe** a Fe®", pueden reaccionar con éste Ultimo para generar nuevos
radicales libres (Cao and Prior, 1998). Por ejemplo, en fluidos bioldgicos,
el ion ferroso puede interactuar con agua oxigenada para producir
radical hidroxilo (Ou et al., 2001).
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e El método FRAP se realiza a un pH acido, que no es fisiologico (Prior
and Cao, 1999; Pulido et al., 2000), mide la capacidad reductora basada
en el ion férrico, que no es ni fisiolégica, ni mecanisticamente relevante
para la actividad antioxidante (Prior et al., 2005) y no mide antioxidantes

tiol como el glutation y proteinas (Cerretani and Bendini, 2010).

En conjunto con otros métodos para la medida de la capacidad (ABTS y
DPPH); este ensayo se ha aplicado en el estudio de las interacciones de la
matriz alimentaria con los compuestos antioxidantes; (Sochor et al., 2014); del
efecto que ejerce el medio de extraccion y las sustancias bioactivas sobre la

capacidad antioxidante (Pohanka et al., 2012).

Se empleo el FRAP para la determinacién de la actividad antioxidante a nivel
de vino (Anastasiadi et al., 2010; Lutz et al., 2012), hojas del olivo (Hossain et
al., 2008; Hayes et al., 2011), frutos del olivo (Ziogas et al., 2010), hueso de las
aceitunas (Lama-Muioz et al., 2014) y aceite de oliva (Ozgen et al., 2006;

Kalogeropoulos et al., 2014).
-DMPD (dicloridrato de N, N-dimetilpfenilendiamina)
Es un método con un mecanismo de transferencia de electrones (SET)

parecido al del método ABTS (Huang et al., 2005) que emplea la N,N-dimetil-p-
fenilendiamina (DMPD) (Figura 1.14).

H2N

Figura I.14. Estructura quimica de DMPD.
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El DMPD se disuelve en medio acuoso (Fogliano et al., 1999; Re et al., 1999;
Arnao, 2000; Antolovich et al., 2002), en presencia de cloruro férrico (lll) y a un
pH acido (5,25) se forma el radical catibnico DMPD™, que es estable y

fuertemente colorado.

La solucién del radical alcanza valores estables de absorbancia a 505 nm
(Fogliano et al., 1999; Kuskoski et al., 2005; Sochor et al., 2010), pasando un
tiempo de 18 a 21h, desde su preparacion, periodo durante lo cual el radical

debe estar en refrigeracion (4°C) y bien protegido de luz.

La presencia de un antioxidante produce la transferencia de un atomo de
hidrogeno al radical, lo que provoca una decoloracion de la solucion
proporcional a la concentracion del antioxidante. Los resultados se expresan en
TEAC, o sea, actividad equivalente a Trolox (umol Trolox/g o pymol Trolox/l) o
bien en VCEAC, actividad equivalente a vitamina C (mg/l o mg/100 g (Kuskoski
et al., 2005).

Ha sido aplicado este método para determinar la capacidad antioxidante a nivel
de extractos hidrofilicos y lipofiicos de vinos, cereales, legumbres (Rivero-Pérez
et al., 2007; Corra-Aguayo et al., 2008; Rodreguez-Nogales et al., 2011),
extractos de plantas medicinales (Dorman et al., 2011), té verde preparado en
fio y en caliente (Venditti et al., 2010). Igual, se uso para medir la capacidad
antioxidante en frutas como mango, fresa, acai, uva, mora, guayaba, graviola,
pifia, maracuya, cupuacu, acerola (Kuskoski et al., 2005; Sochor et al., 2014),
en las hojas del olivo (Briante et al., 2004) y en aceite de oliva (El haouhay et
al., 2014).

3. CONCEPTO DE CALIDAD EN EL ACEITE DE OLIVA.

La calidad se define como “grado o nivel de excelencia” o “grado de pureza”,
segun las definiciones del diccionario, y en cuanto al concepto de “Calidad
Alimentaria” existen numerosas definiciones. Y entre ellas comentamos la

siguiente: “Calidad es aquella combinacion de atributos de un alimento que
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determina el grado de aceptabilidad del producto por el consumidor y por

tanto condiciona su valor comercial” (Serra Belenguer, 1997).

Las caracteristicas o atributos de aceite de oliva, que determinan su calidad
vienen recogidas en numerosos estudios (Parenti, et al., 2007; Servili et al.,
2008; Cerretani et al., 2008; Bendini et al., 2010; Dabbou et al., 2011;
Masella et al., 2011; Amirante et al., 2012b; Clodoveo, 2013; Ben-Hassine et
al., 2013; Kalogeropoulos et al., 2014) y dependen de una serie de factores
naturales (geografia, clima ,suelo, variedad), sistemas técnicas de cultivo y el
conjunto de operaciones desde la recoleccion de las aceitunas hasta el
envasado del aceite (Angerosa et al., 2001; Amirante et al., 2010; Bendini, et
al., 2010; Concha-Herrera et al., 2010; Fernandez-Orozco et al., 2011;
Lozano-Sanchez, 2011; Stefanoudaki et al., 2011; Anwar et al., 2013;
Karabagias et al., 2013; Pizarro et al., 2013; Ruiz-Dominguez; 2013).

Para evaluar la calidad del aceite de oliva existen parametros estandarizados
por normativas o reglamentos, tanto del Consejo Oleicola Internacional como
de la Union Europea. Estos limites estandarizados permiten establecer unos
criterios de calidad en el aceite (Reglamento (UE) n°® 61 de la Comisidn
Europea, 2011).

3.1. Criterios quimicos de calidad de aceite de oliva.

El aceite de oliva es clasificado segun parametros o criterios de calidad que
determinan sus caracteristicas. Los principales criterios quimicos de calidad
son: acidez, indice de peréxidos y absorbancia en el Ultravioleta.

-Grado de acidez

Se denomina grado de acidez el porcentaje de acidos grasos libres de una grasa
expresados convenientemente segun la naturaleza del aceite o grasa en acido
oléico, palmitico o laurico. En el aceite de oliva, el grado de acidez se expresa

como gramos de acido oleico por 100 gr de grasa (% m/m), considerandose todos
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los acidos grasos libres como si fueran acido oleico. El grado de acidez es un

indice importante de calidad.

La acidez de un aceite puede ser un indicio de unas inadecuadas practicas
llevadas a cabo durante el almacenamiento previo de las aceitunas a los
procesos de molturaciéon y extraccion de su aceite. Un crecimiento de bacterias,
mohos y levaduras en las aceitunas puede conducir al aumento del grado de
acidez del aceite obtenido de ellas, ya que la presencia de acidos grasos libres
se debe a la ruptura de los enlaces éster de los triglicéridos por accion de
lipasas microbianas. Los acidos grasos libres a bajas concentraciones, son
compuestos naturales de aceite de oliva. Sin embargo, el aumento de la
cantidad de estos elementos por hidrolisis de los triglicéridos del aceite es muy
importante para la determinacion de su calidad. ElI valor de la cantidad de los
acidos grasos libres presentes en el aceite de oliva es acreditado por diferentes
regulaciones y cambia segun el tipo de aceite y clase comercial (Consejo
Oleicola International (COI, 2013a) y Reglamento de la Comision (UE) N°
61/2011).

-indice de peréxidos

El contenido de peréxidos, producto de la reaccion entre las grasas presentes
en el aceite y el oxigeno, define su estado de oxidacion primaria y nos da por
tanto un parametro de su tendencia al enranciamiento, determina el estado de
oxidacion e indica el deterioro que pueden haber sufrido ciertos componentes
del producto.

El oxigeno y la luz solar se consideran los principales factores de oxidacion. La
reaccion del oxigeno del aire con los acidos grasos puede conducir a la
formacion de compuestos que al descomponerse originan otros, a los cuales se
les atribuye el olor y sabor desagradables caracteristicos de las grasas
oxidadas, y es esto lo que se conoce con el nombre de rancidez. Al principio de
la oxidacion de las grasas es posible que, en su mayoria, el producto de la
reaccion no sea mas que hidroperéxido. Al aumentar la cantidad de peroxidos y

aparecer el olor y el sabor caracteristicos de la rancidez, se demuestra la
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presencia de otros productos resultantes de la descomposicion de los

hidroperoxidos.

La oxidacion es por ello una de las principales causas que afectan a la calidad
del aceite de oliva y que podria tener lugar durante la produccion del aceite o

de su almacenamiento (Kiritsakis et al., 1998a).

-Absorbancia en el Ultravioleta

El estado de oxidacion de una grasa se puede conocer a través de la medida
de su K270 y K232. Son parametros que se utilizan para detectar los
componentes anormales en un aceite virgen y mide la absorbancia de un aceite
a la longitud de onda de 270 nm y 232 nm. Generalmente, siempre que la
extraccion se realice a partir de aceituna sana, que no haya sido sometida a
ningun tratamiento diferente a las operaciones fisicas propias de su extraccion,
su valores seran inferiores al limite establecido por el Consejo Oleicola
International (COI, 2013a) y la Reglamento de la Comision (UE) N° 61/2011. El
K270 y K232 son indicadores de la presencia en el aceite de compuestos de
oxidacion complejos, distintos de los peréxidos. Se originan por una mala

conservacion o por modificaciones inducidas por los procesos tecnoldgicos.

Los aceites con valores superiores a los limites se consideran lampantes y
necesitan ser refinados para ser aceptados para el consumo (Boskou, 1996;
Garcia et al., 1996).

3.2. Criterios microbioldgicos de calidad de aceite de oliva.

Los criterios microbioldgicos establecen un limite por encima del cual un
producto alimenticio se considera no apto para el consumo, por haber sido
considerado contaminado con microorganismos para los que se ha fijado los
criterios. El aceite de oliva como cualquier alimento destinado al consumo debe
tener ausencia de patdégenos y sus toxinas o de aquellos microorganismos que
por sus numeros o especificidad puedan provocar alteraciones en el
consumidor (Reglamento CE 2073/2005).
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3.3. Indices de deterioro de calidad relacionados con el aceite de oliva.

3.3.1. Hidrdlisis de triglicéridos.

La degradacion o hidrolisis de los triglicéridos se realiza por accién de
lipasas.

-lipasas

Lipasas (triacylglycerol acyl hydrolases, EC 3.1.1.3) son enzimas naturales que
catalizan la degradacién de las grasas y aceites; hidrolizando los triglicéridos en
la di-y monoacilgliceroles, acidos grasos y glicerol (Figura 1.15), en una
interffase donde hay presencia de agua o0 de sustratos emulsionados
(Villeneuve et al., 2000). Es un fendmeno conocido como la activacion
interfacial (Schmidt et al., 1998).

O O

H:C O C R1 H:C OH HO C R1
HC O C R2 +3H:0 * HC OH ¥ HO—C R2

H:C L8] C R3 H:C OH HO— C R3

o Glicerol 40
Triglicérido acidos grasos

Figura 1.15. Hidrdlisis de triglicérido y liberacion de acidos grasos.

Sin embargo, bajo ciertas condiciones, también son capaces de catalizar
reacciones de sintesis en medios no acuosos (Costas et al., 2004; Silva et al.,
2005; Sun et al., 2009).

Las lipasas estdan ampliamente extendidas en la naturaleza, y se han
encontrado en los animales, las plantas superiores y microorganismos (Wooley
et al., 1994).
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-Microorganismos fuentes de lipasas

Las lipasas estan presentes en el mundo microbiano; ampliamente distribuidas
en bacterias (Shafei and Abd-Elsalam, 2005; Zhen-Qian and Chun-Yun, 2009;
Liu et al.,, 2011), mohos y levaduras (Belhaj-Ben Romdhane et al, 2010;
Contesini et al., 2010; Yoshida, et al., 2011; Sathish Yadav et al, 2011).

Los microorganismos mas potentes para la produccion de lipasa se pueden
encontrar en diversos lugares, suelos contaminados por aceite, en las aguas
de vegetacion y en alimentos alterados (Sharma et al., 2001).

Varias bacterias, mohos y levaduras se han aislado de las aguas de
vegetacion, es por ellos que aguas residuales de la produccién de aceite se
han usado para aislar bacterias capaces de producir lipasas con alta actividad
(Ertugrul et al., 2007).

En los aceites de fritura se han aislado microorganismos con mayor produccion
de lipasas. En estos aceites se identific6 una mayor produccion de lipasas por
el género Pseudomonas (Haba et al., 2000). Asi altas actividades cataliticas de
lipasas se caracterizan en microorganismos psicotroficos (Mayordomo et al.,
2000; Rashid et al., 2001; Lee et al., 2003; Zhang and Zeng, 2006; Yang et al.,
2008; Park et al., 2009).

-Lipasas y aceite de oliva

La hidrolisis de los triglicéridos del aceite de oliva puede comenzar cuando los
frutos estan todavia en el &rbol, por lipasas endogenas propias del fruto
(Kiritsakis and Markakis, 1978). Estas lipasas relacionadas con la degradacion
de los triglicéridos a nivel de las aceitunas se han mostrado presentes en
diferentes estados de maduracion (desde color verde hasta morado o negro),
con un nivel bajo de actividad y que se reduce mas con la maduracion

(Panzanaro et al., 2010).

Las aceitunas maduras son mas susceptibles a los dafios mecanicos (Gutiérrez

et al., 1999) y a la infeccién producida por hongos (Mazuelos Vela, 1972).
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Levaduras producidas de lipasas causantes de la hidrolisis de los triglicéridos
pueden estar cultivadas en la pasta de las aceitunas durante la trituracion
(Ciafardini, 2006).

El aceite de oliva recién producido puede estar contaminado por
microorganismos producidos de enzimas catabolicas que influyen
negativamente en la calidad de este alimento; modificando sus caracteristicas

fisico-quimicas y organolépticas (Ciafardini, 2006).

La cantidad de acidos grasos libres resultante de la degradacion de triglicéridos
se considera muy importante para la valoracidbn de un aceite vegetal y su

clasificacion comercial (Reglamento (UE) n°® 61 de la Comision Europea, 2011)

3.3.2. Oxidacién de los acidos grasos.

La oxidacion de lipidos o la rancidez representa el principal factor de
degradacion de los aceites comestibles y se considera como el parametro
principal que afecta a su calidad. Varios estudios han llevado a cabo que la
interaccién del fendbmeno oxidativo con los compuestos de hidrdlisis: acidos
grasos libres, monoacilgliceroles y diacilgliceroles, se realiza durante el
procesamiento y almacenamiento del aceite (Aubourg, 2001; Colakoglu, 2007;
Paradiso et al., 2010).

Los acidos grasos libres contienen en la misma molécula una cola de
hidrocarburo hidrofébica y una cabeza de acido carboxilico hidrofilica. Esta
combinacion de grupos hidrofébicos e hidrofilicos permite que las moléculas de
acidos grasos libres se concentren en la superficie de las interfaces de agua-
aceite (Choe, 2008). En emulsiones de agua-aceite, la autooxidacion de los
acidos grasos provocé la formacioén de concentraciones significativamente altas
de hidroperoxido (Waraho et al.,, 2011). Los acidos grasos libres son
prooxidantes debido a su capacidad de concentrarse en la superficie de las
gotas de emulsiones, donde atraen los metales de transicion prooxidantes que

promueven la oxidacion (Waraho et al., 2009).
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Estudios realizados por Kinsella, et al. (1978) mostraron que en aceites a
granel, los &cidos grasos libres son més susceptibles a la autooxidacion que
los de acidos grasos esterificados. Aflos después, Miyashita y Takagi (1986)
observaron que los acidos grasos libres se autooxidan mas rapidamente que
los acidos grasos de éster de metilo y que la tasa de oxidacion aumenté con los

acidos grasos libres insaturados.

Los acidos grasos con alto grado de insaturacion son facilmente atacados por
la oxidacion lipidica. (Decker and McClements, 2008; Shahidi and
Wanasundara, 1998).

Una concentracion de acidos oleico tan baja como 0.1% ha sido capaz de
provocar el aumento de la tasa de la oxidacion lipidica, mientras que
concentraciones de 0.5 a 1% de acido oleico provocaron la formacién de
concentraciones significativamente mas alta de hidroperéxido (Waraho et al.,
2011; Paradiso et al., 2010).

Es conocido que el mecanismo de oxidacion que consiste en la
descomposicion de hidroperdxidos lipidicos (RCOOH) por peroxidacion de
radicales de alta reactividad (peroxilo: RCOO- y aloxilo: RO-) forman radicales
lipidicos al reaccionar con acidos grasos insaturados (Figura 1.16). La
propagacion de la oxidacién lipidica empieza con la reaccion del radical
formado inmediatamente con otro lipido que se encuentra cerca de él (Min and
Boff, 2002).
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Figura l.16. Auto-oxidacion del acido linoleico (Frankel, 1984)

Igual, Colakoglu (2007) observé que la adicion de un 1 % de acido estearico al
aceite de soja, durante la oxidacion a 55°C en 24 h caus6 el aumento del

consumo de oxigeno y la formacion de perdxido en el aceite.

Para una investigacion en profundidad sobre los efectos de esta clase de
sustancias en los fendmenos oxidativos; con el fin de evaluar la actividad de
pro-oxidante de los triglicéridos en ausencia de cualquier posible interferencia,
Gomes et al. (2008, 2011) emplearon un aceite purificado; libre de compuestos
antioxidantes y pro-oxidante. Los resultados de estos trabajos mostraron la
presencia de una accién pro-oxidante tanto en el aceite de oliva purificado
como en su correspondiente aceite sin purificacion, es decir que el tiempo de
induccion de oxidacién disminuyé con el aumento de las concentraciones de
triglicéridos oxidados. Bilancia et al. (2007) mostraron que las cantidades de
triglicéridos oxidados, detectados en el aceite de oliva virgen durante el
almacenamiento fueron significativos y inversamente proporcionales a los

tiempos de induccion de la oxidacion.

El acido graso necesario para activar el fenomeno de oxidacion puede estar
facilmente disponible, a causa de la hidrdlisis del triacilglicerol producido por
enzimas lipoliticas de los frutos o de la microflora ambiental (Lopez-Lopez et
al., 2009). Las bacterias mesofilas, psicrotréficas, mohos y levaduras ademas
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de ser indicativas en la oxidacion por causar la liberacion de acidos grasos, han
mostrado ser responsables de la degradacién de cadenas de carbono de estos
componentes (Lalman and Bagley, 2001; Pereira et al., 2002, 2004; Becker,
2010; Valladao et al., 2011; Goncalves et al., 2012).

3.3.3. Degradacion de los polifenoles.

-Oxidacion de los fenoles durante la produccién del aceite de oliva

Reacciones de oxido- reduccion enddgenas y reacciones exdégenas; tales como
el aumento de los radicales libres por la oxidacion de los acidos grasos,
intervienen durante los procesos de extraccion de aceite de oliva para
promover la oxidacion fendlica (Servili et al. 2008; Garcia-Rodriguez et al.,
2011). De hecho, una lenta molturacion de la pasta de las aceitunas en
presencia de oxigeno puede reducir a media la concentracion de componentes

fendlicos de aceites (Garcia et al., 2001).

Bacterias que se encuentran con mas frecuencia en materias primas de origen
vegetal en estado de fermentacion, es el caso de variedades de verduras y
aceitunas, son capaces de degradar fenoles &cidos por decarboxilasa. La
enzima decarboxilasa ha sido expresada como fuente rapida y con una
sintesis inducible tras su exposicion a fenoles acidos o sus derivados (Landete
et al., 2010; Rodriguez et al., 2008b; Rodriguez et al., 2008c).

-Degradacién de los fenoles durante almacenamiento del aceite

La oxidacion de aceite es un proceso inevitable cuando el aceite ya esta

extraido y almacenado sobre todo durante un tiempo prolongado.

Estudios han examinado la influencia de la luz sobre cambios de concentracion
de compuestos fendlicos en el aceite de oliva virgen extra, y los resultados han
mostrado una disminucion de la concentracion de compuestos fendlicos en

aceites metido a una ligera exposicion a la luz, durante un periodo ampliado de
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almacenaje (Gutierrez and Fernandez, 2002; Okogeri et al., 2002; Rastrelli et
al.,, 2002; Luna et al.,, 2006). Otros estudios han detectado cambios de la
concentracion fenélica durante el almacenaje sin la exposicién de las muestras
a la luz (Gomez-Alonso et al., 2007; Baiano et al., 2009; Lerma-Garcia et al.,
2009). En efecto, la oxidacion del aceite de oliva virgen es un proceso
inevitable de envejecimiento y por lo tanto totalmente no puede ser prevenida;
aun sin la exposicién a tal factor como la luz (Samaniego-Sanchez et al., 2012).
Todas estas reacciones oxidativas pueden intervenir en una gran parte, en el
contenido total o final de los compuestos fendlicos en el aceite de oliva
(Garcia-Rodriguez et al., 2011).

3.3.4. Perdida de la capacidad antioxidante.

Tocoferoles, carotenoides, esteroles y compuestos fendlicos forman los
componentes antioxidantes del aceite de oliva (Franco et al., 2014; Mancebo-
Campos et al.,, 2014). El hidroxitirosol, oleuropeina y sus derivados son los
antioxidantes mas potentes de los fenoles (Beardsell et al., 2002; Giugliano,
2000; Boskou et al., 2006; Mateo, 2005), contribuyen bastante a la estabilidad
de oxidacion del aceite (Gutfinger, 1981; Papadopoulos and Boskou, 1991;
Rice-Evans et al., 1996; Velasco and Dobarganes, 2002; Mateos et al., 2005;
Van der Sluis et al., 2005) y presentan efectos antioxidantes muy beneficiosos
sobre la Salud (Hollman et al., 2011; Sola-Alberich et al., 2011).Molturando las
aceitunas es el proceso principal para obtener el aceite de oliva, provoca la
hidrolisis de fenoles glucésidos por actividad producida por enzimas R3-
glucosidasa, que expone la afinidad mas alta de sustrato hacia oleuropeina
(Romero-Segura et al., 2009).

La B-glucosidasa puede tener origen endégeno; del fruto del olivo (Amiot et al.,
1989; Angerosa et al.,, 1995; Botia et al., 2001) como puede tener origen
exogeno; de los microorganismos: bacterias y levaduras (Ciafardini et al., 1994;
Marsilio et al., 1996; Marsilio and Lanza, 1998; Ciafardini and Zullo, 2000;
Ciafardini and Zullo, 2002; Landete et al., 2010).

60



Introduccién

Ademas de radicales libres que son los principales oxidantes de los fenoles en
productos de plantas, existen enzimas de actividad oxido-reductasa tales como
polifenol peroxidasa (PX) y oxidasa (PO) que se consideran enzimas
relacionadas con la oxidacion de fenoles, tanto en procesos fisiologicos
asociados con la madurez del fruto como en cualquier forma de manipulacion

gue implica el dafio o la fractura del tejido del fruto (Pourcel et al., 2006).

La oxidacion de fenoles por PO es implicada en dos reacciones diferentes;
hidroxilacion de los fenoles para formar ortodifenoles, y oxidacién de estos
ortodifenoles para transformarse en quinonas. Estos tipos de reacciones han
sido estudiados por Falguera et al. (2010).

En alguna planta los polifenoles no son directamente oxidados por PO, pero
son degradados por reacciones secundarias (Pourcel et al., 2006).

Aunque la contribucion de PX a la oxidacion de fenoles sea limitada por la
disponibilidad de radical H,O,, la autooxidacion de fenoles causada por el dafio
de tejido del fruto mas la exposicion prolongada al oxigeno y la oxidacion de los
acidos grasos aumentan la formacion de H,O, que puede ser usado por la PX
para realzar la oxidaciéon de compuestos fendlicos (Takahama and Oniki 2000).
Las actividades de PX y PO demostradas en etapas de maduracién, son
capaces de oxidar tanto principales compuestos fendlicos encontrado en el
fruto del olivo, como compuestos fendlicos que surgen durante el proceso de
obtener el aceite, sobre todo aquellos derivados de hidroxitirosol (Garcia-
Rodriguez et al., 2011).

Investigaciones realizados por Ciafardini y Zullo (2002) han mostrado la
presencia de una microflora abundante en aceite de oliva recién producido
(Figura 1.17), lo que puede decir que el almacenamiento de los aceites después
de una simple decantacion y sin filtracion puede conducir a la incubacion de
microorganismos con el aceite, lo que puede favorecer mas el medio para
potenciar los fendémenos de oxidaciébn y autooxidacion, y reducir los

componentes antioxidantes del aceite.
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Figura I.17. Presencia de microorganismos, particulas sélidas y agua de vegetacion en aceites

de oliva recién producidos; observados con microscopio 600x (Ciafardini and Zullo, 2002).

Modificaciones cuantitativas y cualitativas de los componentes del aceite
pueden ocurrir durante almacenamiento acusa de reacciones de
descomposicion y oxidacion (Morellé et al., 2004). El oxigeno, la luz, la
temperatura, la presencia de metales de transicion y la composicién de &acidos
grasos insaturados, todos influyen en el mecanismo de procesos de
autooxidacion de los radicales libres (Montedoro, 1972; Frankel, 1985). Lo que
se puede transmitir por una degradacion de los componentes antioxidantes del
aceite, una pérdida de su capacidad antioxidante y de una reduccién de sus

beneficiosos sobre la salud (Lerma-Garcia et al., 2009).

4. SISTEMAS DE CONTROL DE CALIDAD EN LA INDUSTRIA DEL ACEITE
DE OLIVA.

La gestion de la calidad, desde la recepcion de las aceitunas en la almazara
hasta el almacenaje del aceite de oliva antes de ser envasado para su venta
viene recogida en numerosas Guias de Practicas Correctas de Higiene (GPCH)
y manuales de calidad, Consejo Oleicola Internacional (COI, 2006). En Espafia,
es de obligado cumplimiento por parte de las almazaras del establecimiento de
unos sistemas de autocontrol basados en la filosofia del Andlisis de Peligros y
Puntos de Control Criticos. Cualquier almazara independientemente de su
tamafo y volumen de produccion debera tener implementado este sistema de

autocontrol, afin de garantizar la calidad del aceite y prevenir riesgos
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alimentarios que puedan poner en peligro la salud de los consumidores
(R.D.2207/95).

Quizas se podria pensar que el aceite de oliva, debido a que no es un alimento
perecedero, no requiere de un control tan estricto como otros productos
alimentarios (pescados, carnes, lacteos...). Sin embargo la aplicacion de la
metodologia APPCC no solo minimiza la apariciéon de posibles peligros en este
tipo de industrias sino que también puede proporcionar una serie de ventajas

colaterales.

4.1. Los Planes Generales de Higiene.

Los PGHSs se definen como el conjunto de programas y actividades preventivas
bésicas, a desarrollar en todas las empresas alimentarias para la consecucion
de la seguridad alimentaria (Consejeria de salud, 2007). Tienen como objetivo
establecer procedimientos operativos sobre aspectos basicos de la higiene y
sobre determinadas actividades de una empresa (Sanchez Rodriguez et al.,
2003).

Una parte del concepto de seguridad alimentaria lo constituyen las medidas
higiénicas basicas que incluyen entre otras la limpieza y desinfeccion y la
aplicacién de los principios de APPCC (CE, 2004).

Los métodos higiénicos de la persona, del equipo y generalmente del entorno
del proceso de produccion deben estar aplicados antes de la implantacion del
sistema APPCC (Walker et al., 2003; FPA, 2006; Roberto et al., 2006; Jacxsens
et al., 2009; Kok, 2009). De hecho unas buenas practicas higiénicas por parte
de los manipuladores en cualquier punto de la cadena alimentaria se han
manifestado como uno de los mejores métodos para mejorar la seguridad
alimentaria (Egan et al.,, 2007). Son numerosos los casos de alimentos
contaminados con microorganismos que han sido relacionados con diferentes
tipos de enfermedades (McLauchlin et al., 2004; Codex, 2009; Orsi et al., 2011,
Luber et al., 2011; Dehesa Santisteban, 2012; Faccio et al., 2013; Chaves and
Brashears, 2014).
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En el documento orientativo de especificaciones de Sistemas de Autocontrol
(Consejeria de Salud, Junta de Andalucia. 2003), se describen los siguientes

Planes de Higiene:

. Control del agua potable.

. Limpieza y Desinfeccion.

. Control de plagas: Desinsectacion y Desratizacion.
. Mantenimiento de instalaciones, equipos y utiles.

. Rastreabilidad, trazabilidad o loteado de productos.
. Formacion de manipuladores.

. Certificacion de proveedores.

. Buenas Practicas de Fabricacion o de Manejo.

© 00 N OO O A W N P

. Eliminacién de residuos y vertidos.
10. Otros que, segun las caracteristicas de su empresa, sean necesarios para
garantizar la seguridad de los alimentos o le sean indicados por parte de la

Autoridad Sanitaria.

Los PGHs forman un apoyo esencial para avanzar en una correcta y exitosa
aplicacion del Sistema APPCC (Mortimore, 2000; Mortimore and Wallace,
2001; Adams, 2002) y ofrecer garantias para la seguridad alimentaria (Stier,
2003; Martin-Belloso et al., 2014). Los PGHs controlan el dia a dia del sistema
APPCC con la finalidad de simplificar su procedimiento y desarrollo, y facilitar
su efectividad (Wallace and Williams, 2001), una vez que el sistema APPCC

sea implantado (Ropkins and Beck, 2003).

La seguridad de los productos alimenticios se garantiza principalmente
mediante un enfoque preventivo, como la adopcion de buenas practicas de
higiene y la aplicacion de procedimientos basados en los principios de HACCP
(CE, 2005).
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4.2. El sistema de Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos
(APPCC).

El sistema APPCC (Andlisis de Peligros y Puntos de Control Criticos) o
HACCP “Hazard Analysis Critical Control Points” ha sido desarrollado por
primera vez en los afios 1960 por Pillsbury, por la cooperacién de la
Aeronautica Nacional y la Administracion Espacial (la NASA) (Untermann,
1999). EIl ejército estadounidense y el Laboratorio de Espacio de Fuerzas
Aéreas estadounidense han disefiado este sistema para prevenir peligros
microbianos, quimicos y fisicos en el alimento, con el objetivo de que los
astronautas viajen con alimentos sanos (Goldmann and Kaushal, 2002; Ten
Eyck et al., 2006).

APPCC/HACCP es un sistema preventivo establecido para la proteccion de la
seguridad alimentaria (FAO, 1997). Su implantacién sirve para detectar
peligros bioldgicos, quimicos y fisicos que afecten la seguridad de productos de
alimentacion (FAO, 1997; FPA, 2006) y eliminarlos o reducirlos a un nivel
aceptable (Ehiri et al.,, 1995; Walker et al., 2003). Igual, es el sistema de
gestion de la seguridad alimentaria (Al-Kandari and Jukes, 2011), ampliamente
reconocido como el mejor método para garantizar la seguridad del alimento. De
hecho este sistema es reconocido internacionalmente como herramienta de
control de riesgo de la seguridad alimentaria (CAC, 2003; Wallace et al., 2005;
Gorris, 2005; Van Schothorst et al., 2009). No obstante, la practica del sistema
APPCC en la industria alimentaria y su efectiva aplicacion han sido

investigadas ampliamente (Wallace et al., 2011; Motarjemi, 2014).

La ldentificacion, Evaluacién y Control de riesgos son los tres principales
objetivos del sistema APPCC (Manning and Baines, 2004; Van der Spiegel et
al., 2004; Eves and Dervisi, 2005; Burlingame and Pineiro, 2007; Trienekens
and Zuurbier, 2008; Doménech et al., 2008).
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-Identificacion de Peligros

El Sistema APPCC/HACCP permite identificar las etapas clave para prevenir,
controlar y eliminar los peligros asociados a la elaboracion de un producto,
minimizando por tanto, los posibles problemas relacionados con la seguridad
del alimento (Buchanan, 1995), mediante esta identificacion y analisis, basados
en el andlisis cientifico y en la evidencia (Jouve, 1998).

Los peligros son agentes biolégicos (Microorganismos o sus toxinas), quimicos
o fisicos presentes en el alimento, o la condicidon en la que se encuentra el
alimento y que pueden causar un efecto negativo para la salud. Su
identificacion se realiza durante todas la etapas de produccion donde los

peligros ocurren y se disefiaran mecanismos de control (Ropkins et al., 2000).

-Evaluacion de Peligros

La evaluacion de los riesgos de la seguridad de alimento es un procedimiento
que se realiza con anticipacién; se evalua los peligros asociados a la
produccion, y una vez identificados todos los posibles peligros de cada etapa
se determina cual de los puntos de control criticos es mas importante, con
orden para establecer su control (NACMCF, 1997). Esta evaluacion de riesgos
se puede hacer a través de un arbol de decisiones (Figura 1.18). La aplicacion
de este arbol de decisiones consiste en responder secuencialmente a una serie
de preguntas referidas a los peligros y a las medidas preventivas en cada etapa
del diagrama de flujo. Se utiliza el mismo arbol para peligros fisicos, quimicos y
biolégicos. En funcion de las respuestas obtenidas iremos avanzando en un
sentido u otro en el arbol de decisiones hasta obtener la respuesta a nuestra
pregunta original: ¢es esta etapa un punto de control critico (PCC) o
simplemente un punto de control (PC)? (CECAM, Castilla-La Mancha, 2009).
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P Pregunta: jExisten medidas preventivas
para el peligro identificado en esta etapa? "
Sl MNO
h h
P Pregunta: jEsta la etapa disefiada iE= precizo el control
para eliminar o reducir &l peligro hasta de esta etapa para
un nivel aceptable? garantizar la inoccuidad
¥ ¥ y 4
MO Sl ™ EsunPCC MO Sl
b Y h 4
F Pregunta: ;Puede la contaminacion Mo es un PCC Madificar la etapa
por el peligro incrementarse hasta

niveles inaceptables?

4l

r h
I MO

¢ h i

# Pregunta: jExiste una etapa
posterior que elimine el peligro o
lo reduzea a niveles aceptables?

v v

NO 5l

(]

¥l Mo esun PCC

¥ h
Siesun PPC Mo es un PCC

Figura 1.18. Modelo de un arbol de decisiones (CECAM, Castilla-La Mancha, 2009).

-Control de Peligros

Una vez que se han identificado todos los peligros significativos, el siguiente
paso es controlar las medidas usadas para prevenir, eliminar o reducir a un
nivel aceptable los riesgos identificados (Untermann, 1999).

Una medida de control se define como cualquier accion o actividad que pueda
ser usada para prevenir o eliminar un peligro para la seguridad alimentaria o
reducir su impacto a un nivel aceptable. Consiste en realizar una secuencia
planificada de observaciones o medidas de los parametros de control para

evaluar si un PCC esta o no bajo control (CAC, 2003).
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Sin embargo, el éxito y la eficacia del sistema APPCC dependen de la puesta
en practica de sus siete principios (Tabla 1.5) y de su correcta aplicaciéon
(Ramirez Vela and Martin Fernandez, 2003; FAO and WHO, 2006, Lawley,
2007; Kok, 2009).

Principio 1 Establecer un andlisis de riesgo para determinar si los
peligros son significativos para la seguridad alimentaria y
especificar las medidas de control. Preparar un
organigrama de los pasos en el proceso, identificar y
catalogar los peligros juntos con sus causas o fuentes.

Principio 2 Determinar los puntos de control criticos (CCPs). Un arbol
de decision se puede utilizar.

Principio 3 Establecer los limites criticos de las medidas preventivas
gue corresponden a cada CCP identificado.

Principio 4 Establecer un sistema para supervisar el control del CCP
por pruebas previstas u observaciones.

Principio 5 Establecer las acciones correctoras que deben tomarse
cuando el control indique una desviacién del limite critico
establecido.

Principio 6 Establecer procedimientos para la verificacion para

confirmar que el sistema HACCP funciona con eficacia;
esto también deberia incluir actividades de revision y la

validacion.

Principio 7 Establecer la documentacion que concierna todos los
procedimientos y registros apropiados a estos principios y
Su uso.

Tabla I.5. Los siete principios del sistema HACCP (COA, 2003).
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II. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

En Marruecos, la mayor parte del sector de aceite de oliva esta presentado por
pequefias almazaras, muchas de ellas con caracter familiar, donde se siguen
técnicas muy antiguas para la produccion de aceite. La mayoria de los
habitantes prefieren el consumo de aceite de oliva producido en almazara
tradicional y ademas lo consideran de mejor calidad. Generalmente, en este
tipo de almazara, las aceitunas destinadas a la molturacion se almacenan
durante varios dias hasta meses, metidas en sacos de plastico y a temperatura
ambiente, y el aceite se produce sin ningun reglamento ni sistema de control de
calidad.

Al no haber sistemas que permitan identificar, evaluar y controlar peligros que
comprometan la inocuidad de los aceites asi producidos, la posibilidad de
alteraciones quimicas, microbioldgicas y enzimaticas de estos aceites es
elevada. Esto podria suponer una mayor incidencia de reacciones de oxidacion
y enranciaminento. Lo que se traduciria en alto grado de acidez, indices de
peréxidos oxidantes y disminucidn de la actividad antioxidante natural del
aceite.

Todas estas posibles alteraciones conducen a una pérdida de la calidad tanto

organoléptica como nutritiva e higiénica del aceite.

OBJETIVOS

1. Analizar el perfil microbiolégico a nivel de aceitunas de la variedad
Picholine Marroqui, estudiando el comportamiento microbiano durante la
etapa de almacenamiento previo a la molturacion y estableciendo la
influencia que estos sistemas de almacenamiento puedan tener sobre la
composicién quimica y microbiologica de los aceites obtenidos de estas

aceitunas.
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2. Analizar el perfil microbiolégico de los aceites obtenidos a partir de esas
aceitunas en dos almazaras tradicionales marroquis en la region rural de
Oujda-Taourirt: una almazara con muela y prensa de madera y la otra
almazara con muela de granito y prensa de metal, a fin de establecer si el

tipo de almazara pudiera influir sobre dicho perfil microbiolégico.

3. Determinar la evolucion en los parametros fisico-quimicos: grado de
acidez, indice de peréxidos y absorbencia en el Ultravioleta (K232 y K270),

durante el almacenamiento de los aceites obtenidos en esas dos almazaras.

4. Determinar el cambio en el perfil de acidos grasos de los mismos

aceites, durante almacenamiento.
5. Estudiar la evolucion del contenido en fenoles totales y de la capacidad

antioxidante total de los aceites, en esas mismas condiciones de

almacenamiento.
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OBJECTIVES

1. Analysis of microbiological profile of olive fruits, from Moroccan Picholine
variety; studying behaviour of microorganisms during stages of storage
before milling, and establishing the influence that these systems of storage
can have on chemical and microbiological composition of oils obtained from

these fruits.

2. Analysis of microbiological profile of oils obtained from these olive fruits,
in two types of Moroccan traditional mills, in the rural region of Oujda-
Taourirt: one mill with roller and press made of wood and the other mill with
roller of granite and press made of metal, to establish if the type of mills can

influence on microbiological profile.
3. Measure changes in physico-Chemical quality parameters: Percentage
of free fatty acids, peroxide index, and ultra-violet light absorbance (K232

and K270), during storage of olive oil obtained in these mills.

4. Determine changes in fatty acid percentage of the same olive oils, during

storage.

5. Study changes in total phenol content and antioxidant capacity in olive

oil, in the same conditions of storage.
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I PARTE EXPERIMENTAL

1. MUESTRAS ANALIZADAS

e Muestras de aceitunas.

Se han analizado muestras de aceitunas de la variedad Picholine marroqui
recolectadas durante la cosecha 2011, en la region rural de Oujda-Taourirt, en

el Este de Marruecos.

Estas aceitunas se han dividido en tres lotes de acuerdo con los periodos de su

almacenamiento antes de su molturacion:

Al: aceitunas almacenadas durante 7 dias.
B1: aceitunas almacenadas durante 15 dias.

C1: aceitunas almacenadas durante 30 dias.

Cada lote contiene aproximadamente 800 kg de aceitunas distribuidos en
sacos (bolsas) de plastico de unos 50 Kg. Estos sacos fueron almacenados a
la intemperie, a una temperatura ambiente de alrededor de 11°C y con una
humedad relativa de alrededor del 71%, segun las condiciones de

almacenamiento que se siguen en las almazaras de esta zona de Marruecos.

Al terminar el tiempo de almacenamiento para cada lote y justo antes de la
molturacion de las aceitunas, se tomaron, al azar y de cada uno de los sacos,
muestras de aceitunas; un total de 24 muestras (8/ grupo) y se mantuvieron en
refrigeracion (4° C) hasta la realizacién del estudio microbiolégico al que se

sometieron.
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e Muestras de aceites

Los lotes de aceitunas se distribuyeron por igual entre dos almazaras (400 Kg/
lote/almazara) de esta zona; una almazara de granito y otra de madera. Las

dos almazaras se encuentran geograficamente muy proximas una a la otra.

Las aceitunas se sometieron a un proceso de molturacién en cada almazara,
siguiendo una técnica de obtencion de aceite muy primaria. En la almazara de
madera, el rodillo para molturar las aceitunas y la prensa es de madera (Figura
[ll.1a), mientras que en la almazara de granito, el rodillo es de granito y la
prensa es de metal (Figura Ill.1b).

En ambas almazaras, las muelas usadas son de una sola rueda que se

mueven con la energia animal.

Figura lll.1a Almazaras de madera en la region de Oujda-Taourirt, en el Este de

Marruecos, usada para obtener muestras de aceite analizadas.

Figura lll.1b Almazaras de granito en la regién de Oujda-Taourirt, en el Este de

Marruecos, usada para obtener muestras de aceite analizadas.
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El tiempo de trituracion de las aceitunas es alrededor de unas 12 horas para
una molturacion completa. La pasta se poner a triturar 4 a 6 veces para sacar
el aceite de los mismos frutos, quedando los huesos y las pieles sin extraccion
y el todo forma el orujo que se elimina al final del proceso. La separacion del
aceite del agua de vegetacion ha sido por una simple decantacion y sin
filtracion lo que implica la inclusion de pequefas cantidades de agua con el

aceite.

En estas almazaras, muy representativas del tipo de almazara existente en la
region rural de Oujda-Taourirt, donde las familias de la zona llevan las
aceitunas en su mayoria procedentes de sus propias cosechas, no existen
Planes Generales de Higiene (PGH) ni Analisis de Peligros y Puntos de Control
Criticos (APPCC) que garanticen la calidad higiénica de los aceites alli

obtenidos.

En total, se han analizado 210 muestras de aceite, las cuales han sido
clasificadas en tres grupos: A, B y C, segun el tiempo de almacenamiento de

sus correspondientes aceitunas:

e Grupo A: aceites obtenidos de aceitunas que han sido almacenadas durante
7 dias.
e Grupo B: aceites obtenidos de aceitunas que han sido almacenadas durante
15 dias.
e Grupo C: aceites obtenidos de aceitunas que han sido almacenadas durante
30 dias.
De estas muestras:
- 138 muestras proceden de la almazara de granito. A su vez y
dependiendo del tipo de envase utilizado para su conservaciéon, 78
muestras (26/ grupo) han sido envasadas en botellas de Tereftalato
de Polietileno (PET) y 60 muestras (20/ grupo) en botellas de cristal

ambar.
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- 72 muestras proceden de la almazara de madera. Y de éstas ,36
muestras (12/ grupo) han sido envasadas en botellas de PET y 36
muestras (12/ grupo) en botellas de cristal &mbar.

Una vez obtenidos y envasados los aceites, todas las muestras han sido
guardadas en laboratorio a temperatura ambiente (17-23 © C) y protegidas de la

luz, hasta su analisis a los 3 y a los 6 meses de almacenamiento.

2. MICROBIOLOGICAL ANALYSIS: MESOPHILIC AND PSYCHROTROPHIC
BACTERIA, MOULDS, YEASTS AND ENTEROBACTERIACEAE IN OLIVES
AND OLIVE OILS PRODUCED IN TRADITIONAL MILLS IN MOROCCO.

2.1. MATERIALS AND METHODS

2.1.1. Microbiological determinations

The microbiological analysis was made on the olive pulp and on the olive oil
(Figure 111.2). In order to evaluate the microbiological quality, the
microorganisms researched were mesophilic and psychrotrophic bacteria,
moulds, yeasts and Enterobacteriaceae. The samples preparation was

accomplished according to the methods described by Majadahonda (1982).

2.1.2. Apparatus and material of laboratory

- Autoclave P. Selecta. Autester MOD. 437. G

- Incubator Thermo Scientific — Heraeus

- Bunsen burner

- Balance

- Vortex mixer / shaker

- Glass pipettes of 1, 10 and 25 ml|

- Test tubes of 16 x 160 mm with plugs suitable for sterilizing
- Erlenmeyer flask of 100 and 250 ml

- Vessels of precipitates (1 and 2 litres)
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- Sterile Petri plates (90 mm diameter)
- Inoculating triangle glass handle
- Inoculating loop handle

DILUTIONS PREPARATION: Buffered peptonated water (Scharlau) (Table
[11.1) was used for samples dilution.

Typical formula g/l
Peptone 10.0
Sodium chloride 5.0
Disodium phosphate 9.0
Potassium phosphate 15

Table Ill.1. Composition of Peptone Water.

PREPARATION: 25.5 g of powder was dissolved in 1 liter of distilled water,
distributed into containers and sterilized in the autoclave at 121°C for 15
minutes. The pH of the solution was adjusted prior sterilization to 7.0 £ 0.2 with
0.1N of NaOH.

2.1.3 Samples preparation

For the olive pulp analyses, 20 g of each sample was weighted aseptically and
homogenized in grinder (Taurus, Spain) with 180 ml of peptone water (1:10
dilution). Further 1 ml of 1:10 dilution was added to 9 ml of sterile peptone water
solution, and then homogenized (1:10? dilutions). A series of decimal dilutions

until 1:10° dilution, were made with the same solvents.

In order to analyze the olive oil, 1ml of each sample was taken aseptically (near
the Bunsen burner). Then 1 ml of the sample was homogenized with 9 ml of
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sterile peptone water (1:10 dilution). Several decimal dilutions were made with

the same solvents until 1:10* dilutions were achieved.

|Olive oil

Figure 111.2. Olive oil obtained in traditional mill in region Oujda-Taourirt of Morocco.

2.1.4 Enumeration of the total mesophilic bacteria

Enumeration was made on Plate Count Agar (Oxoid) (Table II.2).

Typical formula g/l
Tryptone 5
Yeast extract 2.5
Glucose 1
Agar 9

Table I1.2. Composition of Plate Count Agar (P.C.A).

PREPARATION: 17.5 g of medium was suspended in 1 liter of distilled water,
dissolved by bringing to the boil frequent stirring, mixed and distributed into final
containers. The solution was sterilized by autoclaving at 121° C for 15 minutes.
The pH of the medium was adjusted prior sterilization to 7.0 £ 0.2 with 0,1N of
NaOH.
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TECHNIQUE: 1 ml of each sample dilutions were dispensed in triplicate into 90-
mm Petri plates, where an aliquot of between 15 and 20 ml sterile media,
previously cooled to 47 ° C were added. The content was mixed gently by
moving the plate several times in one direction and sometimes in the opposite
direction and allowed to dry at room temperature. Further, plates were
incubated; in invest position at 31°C for 72 h. It enumerated plates with 50-300

colonies.

Results were expressed as colony forming units of mesophilic microorganisms
per gram of pulp olive (CFU/g) or per ml of olive oil (CFU/ml). The number of
CFU was multiplied by the dilution factor (DF) and divided by the inoculation
amount in order to determine the CFU per gram of olive paste. The CFU

numbers were also transformed into corresponding logarithmic numbers.

2.1.5. Enumeration of the total psychrotrophic bacteria

Enumeration of the psychrotrophic bacteria was carried out on a solid medium

of King A agar (Scharlau) (Table 111.3) with glycerol (Panreac).

Typical formula g/l
Peptone 20
Magnesium chloride 1.4
Potassium sulfate 10
Agar 15

Table 11.3. Composition of King A Agar.

PREPARATION: 46.4 g of powder was suspended in 1 liter of distilled water
with 10 ml of glycerol dissolved by bringing to the boil frequent stirring, mixed
and distributed into final containers. The solution was sterilized by autoclaving
at 121° C for 15 minutes. The pH of the medium was adjusted prior sterilization
to 7.0 £ 0.2 with 0.1N of NaOH.
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TECHNIQUE: An aliquot of between 15 and 20 ml sterile media, previously
cooled to 47 °C was dispensed in triplicate into 90-mm Petri plates, and allowed
to dry at room temperature. Further 0.1 ml of each diluted sample was
dispensed in triplicate into Petri plates and extended with sterilized triangle
glass handle. Plates were incubated at 17°C for 5 days, and enumerated with
50-300 colonies.

Results were expressed as colony forming units of psychrotrophic bacteria per
gram of pulp olive (CFU/g) or per ml of olive oil (CFU/mI).The number of CFU
was multiplied by the dilution factor (DF) and divided by the inoculation amount
in order to determine the CFU per gram of olive paste. The CFU numbers were

also transformed into corresponding logarithmic numbers.

2.1.6. Enumeration of the total moulds and yeasts

Moulds and yeasts were counted on Chloramphenicol agar (Scharlau) (Table
111.4).

Typical Formula g/l
Casein peptone 5
Meat peptone 5
D(+)-Glucose 40
Chloramphenicol 0.5
Agar 15

Table Ill.4. Composition of Sabouraud Chloramphenic Agar

PREPARATION: 65.5 g of powder was suspend in 1 liter of distilled water and
brought to the boil. Then, the dissolution was distributed into final containers
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and sterilized in the autoclave at 121°C for 15 minutes. The pH of the medium

was adjusted prior sterilization to 5.6 = 0.2 with 0.1N of HCI.

TECHNIQUE: 1 ml of each sample dilution were dispensed in triplicate into 90-
mm Petri dishes, where an aliquot of between 15 and 20 ml sterile media,
previously cooled to 47 °C were added. The content was mixed gently by
moving the plate several times in one direction and sometimes in the opposite
direction and allowed to dry at room temperature. Further, plates were

incubated in invest position at 25 °C for 5 days.

Results were expressed as colony forming units of moulds per gram of pulp
olive (CFU/Q) or per ml of olive oil (CFU/mI). The number of CFU was multiplied
by the dilution factor (DF) and divided by the inoculation amount in order to
determine the CFU per gram of olive paste. The CFU numbers were also

transformed into corresponding logarithmic numbers.

2.1.7. Enumeration and identification of Enterobacteriaceae

Analysis of Enterobacteriaceae microorganisms was carried out on
TSB, (Cultimed) (Table II.5), EE, BROTH (Table Ill.6), VRBD (Scharlau) and
(Table 111.7).

Typical formula g/l
soya peptone 3.0
Glucose 2.5
casein peptone 17.0
Dipotassium hydrogen phosphate 2.5
sodium chloride 5.0

Table Ill.5. Composition of Tryptone Soy Broth (TSB).
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PREPARATION: A suspension of 30 g was made in 1 liter of distilled water,
mixed and heated gently until completely dissolved. The medium was sterilized
at 121°C for 15 minutes. The pH of the medium was adjusted prior sterilization
to 7.3 £ 0.2 with 0.1N of NaOH.

Typical formula g/l
Ox bile 20
Dextrose 5
Gelatin peptone 10
Monopotassium phosphate 2

Di-sodium phosphate (2H20) 8

Brilliant green 0.015

Table I11.6. Composition of Enrichment Enterobacteriaceae Broth (EE Broth).

PREPARATION: 45 g of powder was suspended in 1 liter of distilled water,
mixed well and heated gently until completely dissolved. The pH of the medium
was adjusted to 7.2 = 0.2 with 0.1N of NaOH. The medium was prepared

without sterilization in autoclave.
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Typical formula g/l
Yeast extract 3.0
Peptone 7.0
Bile salts 1.5
D(+)-Glucose 10.0
Sodium chloride 5.0
Neutral red 0.03
Crystal violet 0.002
Agar 13.0

Table Il.7. Composition of Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBD).

PREPARATION: 39.5 g of powder was suspend in 1 liter of distilled water and
brought to the boil with constant stirring. The pH of the dissolution was adjusted

to 7.2+ 0.2 with 0.1N of NaOH. The medium do neither autoclave nor overheat.

TECHNIQUE: The cultivation was performed in Erlenmeyer flask. 1 ml of each
sample dilution 1:10 were dispensed in duplicate into flasks containing 9 ml of
TSB, the flasks were kept during 2 h at laboratory temperature, this first phase
was for revivification of the possible Enterobacteriaceae. Passing 2 hours, 10 ml
of broth EE were added at each flask. The flasks were incubated at 31°C during
24h; this second phase consisted to the enrichment of the Enterobacteriaceae.

Petri plates with the VRBG medium were surface-inoculated with the last
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mixture after the period of incubation, then these plates were incubated at 31 °C

for 24 h; this way is for isolation and conformation of Enterobacteriaceae.

To consider microorganisms of Enterobacteriaceae as positive when they

appear colonies tinted in violet red surrounded by a halo of the same color.

2.1.8. Statistical analysis

The results obtained are expressed as mean and standard deviations. To
determine the influence of storage time, among other variables studied, when
the variables fulfilled the parametric conditions, one-way ANOVA analysis was
used, and when the variables were non-parametric, the Kruskal-Wallis test was
used. Fisher's Least Significant Difference (LSD) procedure was used to
discriminate between the means of the variables when necessary.

The Kolmogorov—Smirnov test and the Bartlett test were used to test the normal
distribution of variables and the homogeneity of variances, as well as the
Wilcoxon test. Statistical analysis was performed using SPSS 20.0 and
Statgraphicsl Plus 4.1 software. Differences of p < 0.05 were considered

significant.
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2.2. RESULTS AND DISCUSSION

Olives are the principal fruits produced in the agriculture area of Morocco,
where their major quantity (75%) is destined for oil extraction (MAPM, 2013).
Microbiological profile of olives and its corresponding oil is showed in Table 111.8
and Table III.9.

2.2.1. Olive fruits.

The evolution of microorganisms’ population (mesophilic bacteria,
psychrotrophic bacteria, moulds and yeasts) during storage of Moroccan
Picholine olives destined for the extraction of olive oil, after 7, 15 and 30 days
(Groups Al, B1 and C1) was summarized in Table III.8.

Sf"’”ps tsi’tmoéage Mesophilics 2 | Psychrotrophics 2 | Moulds | Yeasts 2

samples (days)

7 410£378a 484+384b |340+276a |4.09+365¢c
B1 B 406+3.84a 508+355c |3.96+218b [526+4.95b
R 30 419+387a 465+369a |4.04+3.04c [530+3.02a

Table I11.8. Quantity of micro-organisms (log1l0 CFU/g) obtained in Moroccan Picholine olives
stored for different periods.

Note: *Means + SD of three replicates, n = 24 (8/group).
Means followed by the same letter in the same micro-organism are not significantly different (p
> 0.05).

-Mesophilic and psychrotrophic bacteria

The mesophilic bacteria were detected in all olive groups, without significant
difference, whereas the number of psychrotrophic bacteria were reduced
significantly after 30 days of storage (group C1), the change might be caused
by the increase of mesophilic microorganisms mainly moulds or yeasts (Table

1.8 and Figure II1.3). Mesophilic and psychrotrophic bacteria were also
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detected by Panagou (2006) in black olives used to prepare a traditional type of
table olives known as “naturally black dry salted olives”. Silva et al. (2011) also
reported that species of yeasts found in brined olives exhibited both mycogenic

and antibacterial activities against common food-borne pathogens.

=== Peychrotrophics

[=j]

== Mesophiles

Log 10 CFUfg

+
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Days

Figure 111.3. Evolution of mesophilic and psychrotrophic bacteria during olive storage.

-Moulds and yeasts

A significant increase (p < 0.05) was detected in the mould population with
longer storage (from 7 to 30 days) (Table 111.8 and Figure 111.4). The presence of
moulds in Moroccan olives during storage was reported previously by Asehraou
et al. (1992). Roussos et al. (2006) isolated moulds from spoiled olives and

olive cake obtained from olive oil production in Morocco.

Many moulds strains are able to develop on olives and produce mycotoxins
after harvesting and during storage (El Adlouni et al.,, 2006). Moreover, the
presence of moulds can compromise the safety of the product, especially in the
case of mycotoxin-producing fungi (Zinedine and Manes, 2009). The most

representative microbiota of black olives was species of moulds (Asehraou et
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al.,, 1992), which may be associated with food poisoning due to their

mycotoxins.
-_j;"” 6
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Figure 111.4. Evolution of moulds and yeasts during olive storage.

The yeast population increased significantly (p < 0.05), from around 4.09 to
5.30 log10 CFU/g, during storage (from 7 to 30 days) (Table 111.8 and Figure
[11.4). The behaviour of yeasts was in good agreement with previous published
works on olive brines (Arroyo-Lopez et al., 2008; Alves et al., 2012). Rodriguez-
Gomez et al. (2010) reported that yeasts were found in high proportions during
the ripe olive storage of Manzanilla and Hojiblanca cultivars, and they showed
three phases: initial and vigorous growth (0-20 days), a relatively short
stationary phase (usually between 3 and 5 days) and a decline phase with the
presence of tailing. The same authors reported that microorganisms were
increased in population to about 5.1 logl0 cfu/ml after 21-28 days of storage,
and there was a decrease in the yeast population at a level of about 3.6 log10

cfu/mil.
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In a previous work (Panagou, 2006), yeasts coexisted with bacteria, showing
about 5.7 log10 cfu/g in natural black olives cv Thassos in Crete. In the same
study only yeasts were able to survive after 20 days of dry-salting and became
the dominant microbial group, the population of which ranged from 4.7 to 6.0
logl0 cfu/g throughout process. Similar microbiological results have been
reported previously (Asehraou et al., 1992) in a survey of Moroccan dry-salted
olives, according to which the prevailing microflora comprised of yeasts and

moulds.

Moreover, several yeasts were obtained directly from natural black olive
fermentations (Arroyo-LOpez et al., 2006; Coton et al., 2006; Nisiotou et al.,
2010) and green table olive fermentations (Bautista-Gallego et al., 2011).
Furthermore, it was reported that yeasts were the most relevant
microorganisms in the fermentation of cracked green table olives (Alves et al.,
2012).

Yeast species with lipolytic activities were isolated from table olives (Marquina
et al., 1992; Psani and Kotzekidou, 2006; Hernandez et al., 2007; Rodriguez-
Gbomez et al., 2010). And its presence in olive fermentation can yield it with a
milder taste and less stability (Panagou et al., 2008). Furthermore, the presence
of bacteria and fungi in olives may modify the nutritional composition of the olive

oil as well as its quality parameters.

2.2.2. Olive oil.

The results obtained on the evolution of microorganisms populations;
mesophilic bacteria, psychrotrophic bacteria, moulds and yeasts (Figure 111.5), in
groups A, B and C of olive oil extracted from olives stored for 7, 15 and 30 days,
respectively, were summarized in Table 111.9. The Enterobacteriaceae were not
detected throughout the entire study.
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Figure IIl.5. Microorganisms found in olive oil samples; A: Mesophilic bacteria, B:
Psychrotrophic bacteria, C: Yeasts and D: Moulds.

A rich microflora was showed in olive oil recovered after a single decantation
(Ciafardini and Zullo, 2002). The micro-organisms found in the oil were derived
from the olives’ phyllosphera which, during the crushing of the olives, migrate
into the oil together with the solid parts of the fruit and micro-drops of vegetation
water (Zullo and Ciafardini, 2008). The presence of vegetation water with oll
may lead to formation of an oil-in-water emulsion. In fact, presence of water in
oil showed an important role in both the growth of microorganisms and their
enzyme function (Yoshida et al., 2011). Furthermore, catalytic reaction of
lipases took place at the lipid—water interface, a phenomenon known as
interfacial activation (Schmidt and Verger, 1998).
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Mill/Container  gelftl-oaa Mesophilics 2 Psychrotrophics 2
samples
3 menths & months Jmonths | 6§ menths
A 333+ 19 [288+235 [453+422 [410+339
cA ap® aA* b A*
B 346+319 [288+251 [396+305 255+230
bB aC* bC aC
cC 320+304 [231+224 [405+398 |268+250
aC bE b E aD
Granite/ Glass [} 301+130 [196+116 |316+1,17 [192+0,74
aA” cB ab bB*
(n=60) B 376+087 [229+101 |316+127 |240+081
bB* dD aD bC
C 355+1,11 [230+0,97 [271+146 [1,73+1,06
abC dF aE bE
Wood/ PET A 341+052 [228+048 [411+089 [251+0,72
a A b B* aA* bB*
(n=36) B 335+050 [236+050 [375+1,13 [239+0,90
ah bB* ah bB
C 368+089 [261+0,75 [314+158 [202+132
ah bB ah bB
Wood/ Glass A 321+034 [214+047 [373+103 |[276+1,08
ah BB ah bB*
(n=36) B 319+026 | 227+063 |383+103 [207+1,09
ah® bB ah dcB
cC 338+108 [197+101 [288+162 [181+1,13
ah bB ah bB

Table 111.9. Quantity of micro-organisms (logl0 CFU/ml) obtained in olive oil produced in

traditional Moroccan olive oil mills and stored for 3 and 6 months.

Note: A (oil obtained from olives stored for 7 days), B (oil obtained from olives stored for 15
days) and C (oil obtained from olives stored for 30 days).

% Means + SD of three replicates.

-Means followed by the same small letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between the same type of microorganisms, of the same type of container and of the same type

of mill.

-Means followed by the same big letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between two type of container of the same type of mill.

-Means followed by the same symbol:* are significantly different (p < 0.05), comparing, between
the same container of two type of mill.
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Mill/ Container [gcig.il.:¥. 4 Moulds @ Yeasts @
samples
3 months 6 months | 3 months & months
Granite/! PET |} 1,96 +180 |- 271+251 | 446 + 4,03
ah ah dA
(n=78) B 180+173 |- 275+265 | 3,83+353
ah aB bC
C 224+212 |- 287+232 |277+275
afA* aD cD
Granite/ Glass .\ 047 +085 |- 3.21+108 | 328+083
aB* cA cB
(n=60) B 103+144 |- 400+082 | 383+118
ah bC* bC*
C 0,86+ 104 |- 356+ 107 | 258 +1,03
aB* bcE bcD*
Wood/ PET A 1,65+095 | - 3,00+ 146 | 297 +1,44
ah ah ah
(n=36) B 125+130 | - 295+0,98 | 3,60 £ 0,86
ah ah ah
C 152+1,06 | - 327+129 | 207 +128
a A* ah bB
Wood/ Glass [N 145+ 087 | - 273+153 |277+142
ah® ah ah
(n=36) B 1,00+ 0,97 | - 311+112 | 328+054
ah a A aAx
C 137+1,09 | - 332+119 [218+1,09
aA* ah b B*

Table II.9. (Continuation) Quantity of micro-organisms (log10 CFU/ml) obtained in olive oil
produced in traditional Moroccan olive oil mills and stored for 3 and 6 months.

Note: A (oil obtained from olives stored for 7 days), B (oil obtained from olives stored for 15
days) and C (oil obtained from olives stored for 30 days).

% Means + SD of three replicates.
-Means followed by the same small letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between the same type of microorganisms, of the same type of container and of the same type

of mill.

-Means followed by the same big letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between two type of container of the same type of mill.

-Means followed by the same symbol:* are significantly different (p < 0.05), comparing, between
the same container of two type of mill.
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-Mesophilic and psychrotrophic bacteria

Mesophilic bacteria were demonstrated after 3 months storage in all groups of
olive oil produced in two type of mill: Granite mill and wood mill (Table 111.9 and
Figure 111.6). After 6 months storage, number of these bacteria decreased
significantly (p < 0. 05). Considering the type of container and mill, there are no
significant difference in all samples in PET and Glass bottles from Granite and

Wood mills.

Psychrotrophic bacteria were observed at 3 months in olive oil samples (Table
[11.9 and Figure 111.7), and demonstrated a significant reduction between three
and six months storage in all type of containers. But difference between these

types of containers and mill was not detected in all samples.
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) Mesophilicbacteria .
4 bB* A
bB
3,5 1 aC afi¥al mB
aC* afh
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0
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Figure I11.6. Evolution of mesophilic bacteria during olive oil storage.

Note: A (oil obtained from olives stored for 7 days), B (oil obtained from olives stored for 15
days) and C (oil obtained from olives stored for 30 days).

% Means + SD of three replicates.
-Means followed by the same small letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between the same type of microorganisms, of the same type of container and of the same type

of mill.

-Means followed by the same big letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between two type of container of the same type of mill.

-Means followed by the same symbol:* are significantly different (p < 0.05), comparing, between
the same container of two type of mill.
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Figure I11.7. Evolution of psychcrotrophic bacteria during olive oil storage.

Note: A (oil obtained from olives stored for 7 days), B (oil obtained from olives stored for 15
days) and C (oil obtained from olives stored for 30 days).

# Means + SD of three replicates.

-Means followed by the same small letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between the same type of microorganisms, of the same type of container and of the same type
of mill.

-Means followed by the same big letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between two type of container of the same type of mill.

-Means followed by the same symbol:* are significantly different (p < 0.05), comparing, between
the same container of two type of mill.

Olive oil has been found to be the most suitable carbon source for mesophilic
and psychrotrophic bacteria to induce lipase (Shafei and Abd-Elsalam, 2005;
Zhen-Qian and Chun-Yun, 2009; Liu el al.,, 2011). Psychrotrophic bacteria
showed a high catalytic activity of lipases (Mayordomo et al., 2000; Rashid et
al., 2001; Lee et al., 2003; Zhang and Zeng, 2006; Yang et al., 2008; Park et al.,
2009). Mesophilic bacteria are also indicated in causing long-chain fatty acids

98



Resultados y discusion

(LCFA) degradation (Roy et al., 1986; Lorowitz et al., 1989; Jackson et al.,
1999; Lalman and Bagley, 2001; Pereira et al., 2002, 2004; Zhang et al., 2004;
Shigematsu et al., 2006; Becker, 2010; Vallad&o et al., 2011; Gongalves et al.,
2012). Furthermore bacteria and fungi have been shown in production of
enzymes to hydrolyze triglycerides (Ciafardini et al., 2006; Ertugrul et al., 2007;
Zullo and Ciafardini, 2008) and phenolic components (Ciafardini et al., 1994;
Marsilio et al., 1996; Marsilio and Lanza, 1998; Ciafardini and Zullo, 2000;
Ciafardini and Zullo, 2002; Rodriguez et al., 2008b; Rodriguez et al., 2008c;
Landete et al., 2010).

Additionally, bacteria have been implicated in foodborne diseases (McLauchlin
et al., 2004; Codex, 2009 ; Orsi et al., 2011; Pires et al., 2012; Quesada-Gémez
et al., 2013; Martin-Belloso et al., 2014; Chaves and Brashears, 2014; Powell,
2014). The changes in microorganisms with storage can be explained by a
reduction of nutrients and/or accumulation of products not favourable for

bacterial growth.

It should be emphasized that the olive oil obtained in traditional Moroccan olive
mills is not filtrated. Thus, the olive oil obtained is a trouble product, as a result
of water-in-oil emulsion. The presence of water leads to microbial growth and
production of enzymes using oil as substrate. During storage of oil, the two lipid
and agueous phases are subject to separation by decantation. This process
leads to dehumidification of oil, and reduces consequently the microbial activity
in oil. However, this process is too long and it usually occurs at ambient

temperature, where the oil is stored, conducting to rapid olive oil deterioration.

The decrease of bacteria during storage indicated bacterial growth inhibition or
death. This may be due to the reduction of humidity in oil (water-oil-emulsion),
due to the decantation during storage. Furthermore, several investigations
showed inhibitory effect of lipids, affecting the metabolism of microorganisms
(Lalman and Bagley, 2002; Pereira et al., 2004; Templer et al., 2006; Cirne et
al., 2007; Palatsi et al.,, 2011; Valladdo et., 2011). The inhibitory effect is

commonly attributed to long-chain fatty acids (LCFA), derived from the
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hydrolysis step (Lalman and Bagley, 2002; Cirne et al., 2007; Battimelli et al.,
2010; Zhang et al., 2011).

The main olive oil hydrolysis product, oleic acid, causes a significant growth-
inhibitory action and cytotoxic effect of bacteria (Becker, 2010). LCFA are
generally known for their antimicrobial action, against bacteria and yeasts
(Becker, 2010). The indicated inhibition is explained as a consequence of the
passive uptake of the un-dissociated form of the fatty acid, which disturbs the
transmembrane proton gradient and there by affects ATPase activity (Becker,
2010). On the other hand, effects of different phenolic compound on bacteria
growth have been studied by several authors. Brines from non alkali-treated
green olives were tested for their antimicrobial properties against bacteria
(Ruiz-Barba et al., 1990), isolated from traditional homemade olive brines
(Rozés and Peres 1998). Hydroxytyrosol and oleuropein had the most potent
antimicrobial activity amongst olive oil phenols against different harmful bacteria
of the intestinal microbiota (Medina et al., 2006; Bubonja-Sonje et al., 2011).
The phenolic, oleocanthal has also been found to escape hydrolysis under
stomach-simulated conditions and aid in inhibiting the growth of bacteria, which
have been associated with peptic ulcer and gastric cancer development
(Romero et al.,, 2007). Besides, it has been shown that virgin olive oil in
mayonnaise and salad significantly reduced the counts of inoculated food borne

pathogens bacteria (Medina et al., 2007).

Other effects that may contribute to bacterial growth inhibition or death include
cell lysis, inhibition of enzyme activity, impairment of nutrient uptake and the
generation of toxic peroxidation and autooxidation products (Desbois and
Smith, 2010; Valladéo et al., 2011).

-Mould and yeast

Presence of moulds was indicated in all olive oil samples at 3 months storage
(Table 111.9 and Figure 111.8).
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The occurrence of toxigenic moulds in olives processed by the non controlled
traditional method is possible and olives are among the commodities with high
risk of mycotoxin contamination (Zinedine et al., 2009).

Moulds are able to produce several types of Mycotoxins (Tantaoui-Elaraki et al.,
1994; Eaton and Gallagher, 1994; Abarca et al., 2003; Bennett and klich, 2003).
Due to its unavoidable and unpredictable nature, mycotoxin contamination
presents a unique challenge to food safety (Stoev, 2013). And, that usually
enter the body via ingestion of contaminated foods, but inhalation of toxigenic
spores and direct dermal contact are also important routes (Zinedine et al.,
2009). These substances constitute a potential risk for human and animal
health. The chemical and biological properties of the mycotoxins are varied and
their toxic effects are extremely variable. These effects are carcinogecity,
genotoxicity, teratogenicity, nephrotoxicity, hepatotoxicity, immunotoxicity and
others (Gelderblom et al., 1992, Bucci et al., 1998; Howard et al., 2001;
Conkova et al., 2003; Van Waes et al., 2005; Missmer et al., 2006; Stoev, 2007;
Stoev, 2008; Zinedine et al., 2009; Stoev et al., 2010a, 2010Db).

The dynamic mould population in the olive oil samples after three months
storage was completely eliminated after 6 months storage in all oil groups ,
possibly due to the exhaustion of available substrates or/ and to the inhibitory
effect of olive oil components and dehumidification of water-oil-emulsion by

decantation during storage (Table 111.9 and Figure 1I1.8).
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Figure 111.8 Evolution of moulds during olive oil storage.

Note: A (oil obtained from olives stored for 7 days), B (oil obtained from olives stored for 15
days) and C (oil obtained from olives stored for 30 days).

% Means + SD of three replicates.

-Means followed by the same small letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between the same type of microorganisms, of the same type of container and of the same type
of mill.

-Means followed by the same big letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between two type of container of the same type of mill.

-Means followed by the same symbol:* are significantly different (p < 0.05), comparing, between
the same container of two type of mill.

Different works described the importance of mould and yeast in lipase
production (Belhaj-Ben Romdhane et al., 2010; Contesini et al., 2010; Yoshida
et al., 2011; Sathish Yadav et al., 2011). Moreover, the fungal growth in olives
was associated with mycotoxin production (Eltem, 1996; Leontopoulos et al.,
2003) and hence its presence in the processing environment showed a potential
health risk and should be avoided (Hondrodimou et al., 2011).
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In fact, yeasts were found to coexist with bacteria and mould after 3 months
storage (Table 1.9 and Figure II.9). Content of yeasts did not change
significantly in all groups, comparing between two types of container; PET and
Glass, and two types of mill;, Wood and Granite. The low change in yeasts
contents may be due to their sporulation leading to resistance in dehumidified

olive oil.
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2,5 - bB*
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Granite Wood

Figure I11.9. Evolution of yeasts during olive oil storage.

Note: A (oil obtained from olives stored for 7 days), B (oil obtained from olives stored for 15
days) and C (oil obtained from olives stored for 30 days).

% Means * SD of three replicates.
-Means followed by the same small letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between the same type of microorganisms, of the same type of container and of the same type

of mill.

-Means followed by the same big letter are not significantly different (p > 0.05), comparing,
between two type of container of the same type of mill.

-Means followed by the same symbol:* are significantly different (p < 0.05), comparing, between
the same container of two type of mill.
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The absence of moulds would be result a limited competition for nutrients
between the other three kinds of microorganisms, in favour of yeasts. Besides,
species of yeasts in table olives could be destructive for the rest of the bacterial
flora (Hernandez et al., 2008).

Several strains of yeasts with lipolytic activities were isolated from extra virgin
olive oil (Ciafardini and Zullo, 2002; Ciafardini et al., 2004; Ciafardini et al., 2006
a; Zullo and Ciafardini, 2008; Zullo et al., 2010).

Furthermore, some human pathogen species of yeasts which have been
indicated in fungaemia, lesion of the skin, human vaginitis (De Bernardis et al.,
1990) or endocarditis (Weems, 1992) were found in commercial extra virgin
olive oil (Zullo and Ciafardini, 2008; Koidis et al., 2008). Human opportunistic
pathogenic forms of yeasts which are the most widespread species found in
immunodepressed hospital patients were also found in commercial extra virgin
olive oil (Zullo et al., 2010).

Nevertheless, olive oil produced in traditional oil mill in Morocco is to be
considered a particular habitat containing various forms of microorganisms.
Because oil produced is rich of water, a water-oil-emulsion not filtrated, and

microorganisms became of a long storage of olive fruits before milling.

The existence of microorganisms and water in olive oil may increase the
deterioration of it subsequent quality and put the human health in risk. Although,
surveys show that microbial contamination is one of the major concerns from a

consumer point of view (Ergonul, 2013).

The consumer could be exposed to risks of possible toxic substances produced
by bacteria or/and fungi. The production of oil with microorganisms is due to the
fact that some food safety and quality standards such as the Good Hygiene
Practices (GHPs) and the Hazard Analysis and Critical Control Point (HACCP)
system are not applied and performed in some Moroccan traditional olive oil

mills.
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GHPs is recommended to assure hygiene and safety of food (FAO/WHO, 2009;
Ababio and Lovatt, 2015) and need to be regulated and enforced to strengthen
the sector of olive oil production, to control hygiene for avoiding or reducing
growth of microorganisms during all stage oil production; from harvest, transport

and storage of olives to its crushing and putting oil in containers.

HACCP system is considered as the reference method for food safety
management of choice worldwide (Martin-Belloso et al., 2014; Motarjemi,
2014), and its reported that only integrated approach to food safety, which
includes systematic identification and assessment of hazards in foods and
various means to control them, could resolve various existing problems in this
field (Stoev, 2013). Therefore, HACCP is also of a particular importance to
improve the olive oil safety assurance in olive oil produced in traditional mills in

Morocco.
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3. ANALISIS FISICOQUIMICOS DE ACEITE DE OLIVA PRODUCIDO EN
ALMAZARAS TRADICIONALES EN MARRUECOS.

3.1 MATERIALES Y METODOS

Parametros de calidad estudiados

Los parametros de calidad: grado de acidez, expresado en porcentaje de acido
oleico (%), el indice de peréxidos (PV), expresado en milliequivalentes de
oxigeno activo por Kg de aceite (meq O,/Kg), y los coeficientes de extincién
K232 y K270 calculados a partir de la absorbencia a 232 y 270 nm
respectivamente, han sido determinados segun los métodos establecidos por la
Comunidad Europea, Regulacion de la Comision (CEE) N° 2568/91 vy
subsecuente Comunidad Europea, Regulacion de la Comisién (UE) N° 61/2011
de 24 de enero de 2011(Tabla I11.10).

Aparatos y materiales de laboratorio

-Balanza analitica con precision de décimas de miligramo Mettler AE200
- Pipeta de 10y 25 ml

- Erlenmeyer de 250 mi

- Probeta de 100ml

- Bureta de 50 m|

- Vasos de precipitado de 500 ml

-Matraces aforados de 10 con tapones de vidrio

-Cubetas de cuarzo

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesaria para volumetria
-Espectrofotometro para medidas de extincion en el ultravioleta, modelo
BOECO S-22 Germany.
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) ) Diferencia Evaluscide
fateres mecilicos de los Scides| .| fndicede | Estigmasna- | ECNa2 Evaluacion “;mﬁ:; .
: grazos (FAMES) v écteres etili- peroxidos Monopalmitato de 2-glicerilo disno HPLC) ¥ . . . | orpancléprica -
Carggora ©os de los icidos grases b miq O, [kg m'h ™) mykg ECHN42 Kzrs 1) Ko () | DERK ) | \onany del Medizaa dol
: ] - ] : - atriburo frutado
(FAEES) Ly " (cilculo defecto (Md) () ™M) ()
tedricol
1. Aceite de oliva virgen E FAME:s + FAEE: s 08 ¥l s 250 | 5093 % acido palmi- | = 010 s 02 s 25 | 5022 | 5001 Md=0 Mf =0
extra s 75 mglkg o 75 mpke tico total < 14 %
FAMES) < 1.5 ' tico total > 14 %
2 Aceite de oliva virgen — s 20 0 5 250 | =09 s % acido palmi- | = 0,10 s 02 s 260 | 5025 | =001 Md s 25 Mf =0
tico toral < 14 %
< 1,0 5i % acido palmi-
tico total > 14 %
1. Aceite de oliva lam- — > 10 — 3000 | = 09 s % acido palmi- | = 0,50 s 03 — — — Md = 25() —
pante tico total < 14 %
s 1.1 5si % acido palmi-
tico total > 14 %
4. Aceite de oliva refinado — 203 £5 < 350 | = 09 :i % acido palmi- - =03 -_— £ 110 | 50186 - -
tico total < 14 %
s 1.1 5i % acido palmi-
tico total > 14 %
5. Aceite de oliva (com- - = 1,0 515 < 350 | = 09 s % acido palmi- - =03 — s 0% | =015 -_ -
puesto de aceites de tico total < 14 %
oliva ’f‘“jf y de < 10 5i % acido palmi-
At e wige tico total > 14 %
nes)
& Aceite de orujo de oliva — — — > 350 (%) % 1.4 — z 06 — — — — —
bruto
7. Aceite de orujo de oliva _ 203 <5 > 350 = 1.4 _ = 05 _ < 200 = 0,20 - _
refinado
§. Aceite de orujo de oliva - s 1.0 515 > 350 s 1.2 — s 0.5 e s 1,70 | 5018 o —

(') Suma de idmero: que podrian separarse o no) mediante columna capilar
¥} © cuands L mediana de loz defectos e inferior o igual 2 1.5 y b mediana del arributo frutado e igual a 0
(%) Loz aceites con un contenide en cera: comprendido entre 300 mglkg v 330 mgflp ¢ consideran aceite de oliva Limpants 3 loz alcohole: alifitices totales son inferiores o iguabes 3 350 myfkg o o ol porcentaje de eritrediol ¥ uvael &

inferieur o igual 3 1.5

() Loz sceitez con un contenido en ceraz comprendido entre 300 mg/kg v 350 mg/kg ¢ conzideran aceite de orujo de oliva crodo =i loz alkeobolez alifitico: totale: ton muperiorsz 3 150 mplkyg v =i ol porcentas de eritrodicl ¥ uvael e

.‘.l.lpqn\‘.!c als

Tabla 111.10. Caracteresticas de aceite de oliva segun la Regulacién de la Comision (UE) N° 61/2011.
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Contenide de acidos (%) Sumas de Compesicion de los esteroles
- los
Sumas da | .. . .
o isomeros § Eritrediol v
loz isdme- - . - Esteroles "~ 4
. . . ) , tranzline- . - Betasitos- | Delta-7- uvaol
Categoria P s e Araqui- Eicase- P Lignocé- | ros tran- X N Brasicasta- Estigmasta- . rotales oy
Miristice | Linolénico di X Behénico . lei leicas Colesterol 1 Campesterol 1 teral estigmas- ime/kol %)
5% %) oo neice ) riee sareleos | ansling- %) e 5 e (5) tenol (MERE! =)
) (7<) %) 15) %) %) _ ) = - () =
énicos ] (%)
()
1. Aceite de oliva virgen extra | = 0.05 = 1.0 = 0.6 = 0.4 =02 =02 =005 | =005 = 0.5 = 01 = 40 < Camp. | = 930 = 0,5 = 1000 = 45
2. Aceite de oliva virgen = 0,05 = 1,0 = 0.6 = 0.4 =02 =02 =005 | =005 =05 =01 = 4,0 < Camp. | = 930 < 0,5 = 1000 = 4.5
3. Aceite de oliva lampante = 0,05 = 1,0 = 0,6 = 04 =02 =02 =010 | =010 =05 =01 = 40 — =930 = 0,5 =1000 | =450
4. Aceite de oliva refinado = 0,05 = 1.0 = 0.6 = 04 =02 =02 =020 | =030 =05 =01 = 40 < Camp. | = 930 =03 = 1000 = 45
5. Aceite de oliva (compuesto | = 0,05 = 1,0 = 0.6 = 0.4 =02 =02 =020 | =030 =05 =01 = 4,0 < Camp. | = 930 < 0,5 = 1000 = 4.5
de aceites de oliva refinados
v de aceites de oliva virge-
nes)
6 Aceite de orujo de oliva | = 005 = 1,0 = 0.6 =04 =03 =02 =020 | =010 =05 =02 = 40 — =930 = 0,5 =2500 | =45(%
bruto
7. Aceite de orujo de oliva re- | = 0,05 = 1,0 = 0,6 =04 =03 =02 =040 | =035 =05 =02 = 40 < Camp. | = 93,0 = 0,5 = 1800 =45
finado
8 Aceite de orujo de oliva = 0,05 = 1.0 = 0.6 = 0.4 = 0,3 =02 = 0,40 = 0,35 = 0,5 =02 = 40 < Camp. | = 93,0 = 0,5 = 1600 = 45

{'} Contenido de otros acidos grasos (%): palmitico: 7.5 - 20.0; palmitoleico: 0.3 - 3,5; heptadecancico: = 0,3; heptadecenocico: = ©0,3; estedrico: 0.5 - 5,0; oleico: 55,0 - 83,0; linoleico: 3.5 - 21.0.

(%) Suma de: delta-5,2 3-estigmastadienol + clerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasierol + delta-5,24-estipmastadiencl.

") Loz aceites con un contenido en ceras comprendido entre 300 mgfkg y 350 mg/kg se consideran aceite de oliva lampante =i el contenido de alcoholes alifiticos totales es inferior o igual a 350 mg/kg o si el porcentaje de eritrodiol y uvaol
es inferior o igual a 3.5,

{*} Loz acsites con un contenido en ceras comprendido entre 300 mgfkg y 350 mglkg se consideran acsite de orujo de oliva bruro si el contenido de alcoholes alifiticos totales es superior a 350 mglkg v si & porcentaje de eritrodiol y uvaol
es superior a 3,3,

Notas:
a) Los resultados de les andlisis deben expresarse indicando el mismo nimero de decimales que el previsto para cada caracteristica.
La dltima cifra expresada deberd redondearse hacia arriba si la cifra siguiente es superior a 4.
b) Es suficiente con que una sola de las caracteristicas no se ajuste a los valores indicados para que el aceite cambie de categoria o se declare no conforme en cuanto a su pureza.
¢} Las caracteristicas indicadas con un asterizco (*), relativas a la calidad del aceite, implican lo siguiente:
— en &l caso del aceite de oliva lampants, pusden no respetarse simultineamente los limites correspondientes;
— en el caso de los aceites de oliva virgenes, el incumplimienta de al menoz uno de estos limites supondrd un cambio de categoria, aunque seguirin clasificindose en una de las cateporias de los aceites de oliva virgenes.
d) Las caracreristicas indicadas con dos asterizcos (**), relativas a la calidad del aceite, implican que. en el caso de todos los aceites de orujo de oliva, pusden no respetarse simultineamente los limites correspondientes -

Tabla I11.10. (Continuacién). Caracteresticas de aceite de oliva segun la Regulacion de la Comision (UE) N° 61/2011.
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3.1.1. Determinacion del grado de acidez.

Fundamento

El método para medir el grado de acidez o porcentaje de acidos grasos libres,
expresado en &cido oleico consiste en la valoracion para una volumetria de la
disolucién del aceite en una mezcla de disolventes organicos: El éter dietilico y
el etanol mediante una solucidon etandlica de hidréxido potasico usando una

solucién de fenolftaleina (1%) como indicador.

Reactivos

Reactivos Proveedor
Eter dietilico Panreac
Etanol 96% Panreac
Fenolftaleina Panreac
Hidréxido potésico Panreac

Preparacién de los reactivos

e Disolucién alcohodlica de fenolftaleina 1 %; se pes6 1 g de

fenolftaleina y se diluyé con 100 ml de alcohol etilico al 96 %.

e Mezcla de éter dietilico y etanol (1:1); para cada muestra, al
momento del analisis, se mezclaron 25 ml de éter con 25 ml de
alcohol y 3 6 4 gotas de fenolftaleina (el éter dietilico es muy
inflamable y puede formar perdxidos explosivos; debe utilizarse con
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precaucion). La mezcla se neutralizé afiadiendo gota a gota solucion

de K OH 0,1N hasta aparicion de un color rosa tenue.

e Solucion acuosa de hidréxido de potasio 0,1 N; se peso6 con precision
de 0,001 g la cantidad necesaria de hidroxido de potasio.

El KOH se disolvio en un vaso de precipitado con una cantidad minima de agua
destilada y después, se paso la disolucién a un matraz aforado y se enrazo al

volumen final deseado.

Procedimiento

En un Erlenmeyer tarado se pesaron 10 g de aceite con precision al cg. Se
vertieron los 50 ml de mezcla alcohol/ éter en el matraz con aceite y se agito
hasta la disolucion total del aceite en la mezcla. A continuacion, y sin dejar de
agitar se valor6 el contenido con la disolucion de KOH 0.1 N hasta el viraje,
indicado por aparicion del color rosa que débil (que debe persistir al menos
durante 10 s)

El resultado se expresé como porcentaje de acido oleico.

3.1.2. Determinacion del indice de peroxidos.

Fundamento

El aceite se disuelve en cloroformo y la adicion de acido glacial proporciona la
acidez necesaria para la reaccién base. Los peréxidos son productos de la
oxidacion de grasa. Se originan por oxidacion de &cidos grasos con dobles
enlaces, y su existencia en una muestra provoca la oxidaciéon del complejo
yodo-potasico (KI) en medio acido acuerdo con la siguiente reaccion
(Fennema, 2000):
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Ri-CH-CH-R+2HI —» R;-CH-CH-R+H;O+1,
| | \

0—0 @)

El I, liberado es proporcional a los peréxidos existentes y se valora con S,03 2.
El I, forma con el almidén un complejo azul oscuro que desaparece al pasar

éste a I" indicando asi el punto final de la valoracion.

Reactivos

Reactivos Proveedor

Cloroformo Panreac
Acido acético glacial Panreac
Yoduro potasico Panreac
Tiosulfato sodico Panreac
Almidon Panreac

Preparacion de los reactivos

e Disolucién de almiddén al 1 %; se mezclaron 5 g de almidon soluble con
0,01 g de Hgl, (como estabilizante) y se disolvieron con 30 ml de agua
destilada. Esta solucién se agregé a 500 ml de agua destilada hirviente,
manteniendo la ebullicion durante 3 min. la solucién preparada de esta

manera se conserva durante largo tiempo.

e Solucion saturada de yoduro potasico; se disolvié una cantidad de 10 g
de Kl en agua destilada recién hervida y se afor6é a 100 ml.
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e Disolucién de tiosulfato sodico 0,01 N; se peso la cantidad calculada de
tiosulfato sodico (S:03Na5H,0) y se disolvio en agua destilada

completando hasta 1 litro en un matraz aforado.

Procedimiento

En un Erlenmeyer, previamente tarado se pesaron 5 gramos de aceite con
precision al cg, se agregan 30 ml de una mezcla de 3 volimenes de acido
acético (corrosivo, debe manejar con cuidado) y un volumen de cloroformo
(inflamable, debe manejar con cuidado) (22.5 ml de acido acético y 7.5 ml de
cloroformo), se agito suavemente hasta total disolucion de la muestra, después
se adiciono 1 ml de la solucién saturada de yoduro potasico. Se cierre el
matraz, y se mantiene en agitacion durante un minuto, imprimiéndole un suave
movimiento de rotacion, conservandolo después en la oscuridad durante 5
minutos. Al cabo de este tiempo se agregaron 75 ml de agua destellada y 1 ml
de solucién de almidén al 1%, se agito vigorosamente, y se valora el yodo
liberado con disolucién de tiosulfato de 0.01 N, hasta desaparicion del color del

complejo yodo-almidon. Paralelamente se efectio una prueba en blanco.

El indice de perbxidos se expresé en miliequivalentes (meq) de oxigeno activo

por Kg de aceite.

3.1.3. Determinacion de la absorbancia en el Ultravioleta (K232 y K270).

Fundamento
La determinacion espectrofotométrica en la zona ultravioleta informa sobre la

calidad de una materia grasa; su estado de conservacion y las modificaciones

inducidas durante los procesos de su produccion.
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Los acidos grasos poliinsaturados son muy sensibles a la oxidacion, induciendo
este efecto a otros acidos graso. Aparecen primero los hidroperéxidos, menos
estables, que absorben a una longitud de onda cerca de 232 nm y después a
un estado avanzado de oxidacion aparecian las cetonas y diacetonas con una
absorbencia cerca de 270 nm. Los nuevos sistemas de dobles enlaces; los
dienos absorben, aproximadamente, a 232 nm y los trienos absorben a 270
nm. Ambos parametros informaron del estado oxidativo; K232 de oxidaciéon

primaria y K270 de oxidacion secundaria.

Procedimiento

En un matraz aforado de 10 ml y tarado se pesaron 40 mg de aceite, se
disuelvo la muestra en ciclohexano UV-IR y se lleno hasta el enrase.

Se lleno una cubeta de vidrio (Quartz) de 1 cm, de la solucién obtenida y se
medio la extincion a 270 nm y a 232 nm usando el ciclohexano UV-IR como
referencia. Cuando la lectura de la absorbencia en 270 nm y 232 nm no ha sido
comprendida entre los valores 0,1y 0,8, se repitid la medida como se realiz6
diluciones. Las extinciones especificas o coeficientes de extincion a las

diversas longitudes de onda se calcularon segun la siguiente expresion:

AA
El1cm %A=
ce
En donde:

Eiem % A: Extincidn especifica a la longitud de onda
A A Absorbancia leida en el espectrofotometro.
C: Concentracion de la disolucion en g/ 100 ml
e: Espesor de la cubeta (cm).
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Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos han sido expresados como medias y deviaciones
estandares. Para determinar la influencia de tiempo de almacenamiento, de
tipo de almazara y de envase, se han usado los andlisis, one-way ANOVA, el
test Kruskal-Wallis y el procedimiento de Fisher; Least Significant Difference
(LSD), para discriminar entre las medias de variables cuando ha sido
necesario. Los test Kolmogorov—Smirnov y Bartlett han sido usados para
examinar la distribuciébn normal de variables y la homogénea de varianzas.
También ha sido utilizado el test de Wilcoxon. Los andlisis estadisticos han
sido realizados usando SPSS 20.0 y Statgraphic Plus 4.1 software.

Diferencias de p < 0.05 han sido consideradas significantes.
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3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros de calidad: grado de acidez, indice de peréxidos y absorbancia
en el Ultravioleta (K270 y K232) de las muestras de aceite de oliva de la
variedad Picholine marroqui, procedentes de dos tipos de almazaras
tradicionales: almazara de madera (Wood mill) y almazara de granito (granite
mill), y envasados en botellas de plastico (PET) y de cristal (Glass) han sido

indicados en la tabla I11.11. .

3.2.1. Grado de acidez.

La cantidad de &cidos grasos libres resultantes de la degradacion de
triglicéridos se considera un indice muy importante para la valoracion de un
aceite de oliva y su clasificacion comercial (Reglamento (UE) N° 61/2011 de la
Comision, 2011).

La acidez o el grado de acidez de los aceites estudiados, expresado en
porcentaje de acido oleico, a los 3 meses de almacenamiento del aceite (Tabla
[11.11 y Figura 111.10) presenta sus valores mas bajo de 0,61 +£ 0,11 % a 0,90 +
0,26 % en los aceites del grupo A (aceites obtenidos de aceitunas almacenadas
durante 7 dias), seguidos de los valores del grupo B (aceites obtenidos de
aceitunas almacenadas durante 15 dias) de 1,36 + 0,39 % a 1,80 + 0,65 % vy
los valores mas altos de 2,75 + 0,89 % a 4,26 £+ 0,84 % han sido indicados en
los aceites del grupo C (aceites obtenidos de aceitunas almacenadas durante
30 dias). La diferencia ha sido significativa entre los dos grupos Ay C (p <
0.05). Estos valores son superiores a los encontrados por Essiari et al. (2014) y
Haddam et al. (2014) en aceite de oliva de la misma variedad Picholine

marroqui, producidos por sistema continuo.
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LCLEASEEEE Gruposde | acidez( % acido oleico)? Indice de perdxidos
muestras (meq 0,/ Kg) 2
3 meses & meses 3 meses & meses
Granitof PET A 064021 0,77+024 335+104 |756+334
c A" bD* ah cC
(n=78) B 136+039 | 151+040 |[371+178 [843+309
cB bE* ahA* cD
c 419+388 470+407 7,26+527 |[13,79 1826
aC dF* bB dE
Granitof Vidrio | 061+011 077011 334+105 (71422862
ah dD ah cC
(n=60) B 1,33+0,22 1,68 £ 0,39 361+083 [823+185
bB ek ah dD
c 415+083 488 +0,80 717+280 [1332+499
cC* fF* bB* eF*
Madera/ PET A 0,80 £0,26 1,60 £0,92 3,490,773 | 7,04 +1 56
anr d AX ah chA
(n=386) B 1,80+0,65 3,73+1,02 537130 |9,76+245
bC eC” bB* dB
c 426 +0,84 5,611,356 6,72 1,58 13,70 £313
cD fE* cD el
Madera/ Vidrio | 0,62 £0,20 0,95 0,37 317132 | 5961268
abB dB ah dA
(n=386) B 1,44 £0 41 2,09+0,76 3872118 | 7144214
bC eD bC eB
c 275 +0,89 347075 4344119 | 9271236
cE* fF* cE* fE"

Tabla 111.11. Evolucién de acidez y indice de perdxidos de aceites de oliva obtenidos en

molinos de aceite tradicional marroqui, durante 3 y 6 meses de almacenamiento.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

% Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de parametro, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

Los &cidos grasos libres son resultados de la degradacién o hidrdlisis de los
triglicéridos, bajo la accién de enzimas naturales o lipasas, que actlan en una
interfase donde hay presencia de agua o0 de sustratos emulsionados

(Villeneuve et al., 2000). Es un fendémeno conocido como la activacion
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interfacial (Schmidt et al., 1998). Sin embargo, bajo ciertas condiciones, las
lipasas también han sido capaces de catalizar reacciones de sintesis (Carvalho
et al., 2006) en medios no acuosos (Costas et al., 2004; Silva et al., 2005; Sun
et al., 2009).

La hidrdlisis de los triglicéridos del aceite de oliva puede comenzar cuando los
frutos estan todavia en el &rbol, por lipasas endogenas propias del fruto
(Kiritsakis and Markakis, 1978). Estas lipasas relacionadas con la degradacion
de los triglicéridos a nivel de las aceitunas se han mostrado presentes en
diferentes estados de maduracion (desde color verde hasta morado o negro),
con un nivel bajo de actividad y que se reduce mas con la maduracion

(Panzanaro et al., 2010).

Un aumento del grado de acidez indica una hidrélisis importante de los
triglicéridos es decir una alta produccion de lipasas o enzimas degradantes de
los triglicéridos. Este tipo de enzimas esta ampliamente extendido en la
naturaleza, y se ha encontrado en animales, plantas y microorganismos
(Wooley et al., 1994).

La degradacion de los triglicéridos podria tener lugar desde las etapas de
recoleccion y transporte, como encontraron Karabagias et al. (2013), donde
aceitunas de la variedad Lianolia en la zona de Kerkyra en Grecia, por causa
de la gran altura de los olivos se recolectaron en sacos de plastico y aunque
han sido molturados entre los 24 y 48 horas en almazaras equipadas de

sistema continuo, presentaron acidez de 4.71 % (Karabagias et al., 2013).

El almacenamiento de los frutos en medio ambiente puestas directamente en
contacto con el suelo y metidas en gran cantidad (50 Kg) y en sacos de plastico
podria aumentar la humedad y el calor que puede ser producido por la
actividad enzimatica catabdlica del fruto (Ibar Albifiana, 2002), aumentar la
alteracion de los frutos y favorecer el medio para el desarrollo de diversos

microorganismos producidos de lipasas.
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En el mundo microbiano; las lipasas estdn ampliamente distribuidas en
bacterias (Shafei y Abd-Elsalam, 2005; Zhen-Qian y Chun-Yun, 2009; Liu et
al., 2011), mohos y levaduras (Belhaj-Ben Romdhane et al, 2010; Contesini et
al., 2010; Yoshida, et al.,, 2011; Sathish Yadav et al, 2011; Valladdo et al.,
2011).

Todos estos tipos de microorganismos degradantes de los triglicéridos, desde,
bacterias mesoéfilas hasta psicrotroficas, mohos y levaduras han sido
encontrados por nosotros en todas las muestras de aceitunas estudiadas
(Tabla 111.9). Y ademas, las aceitunas que han sido almacenadas durante mas
tiempo, 30 dias, han estado mas en contacto con los indicados
microorganismos y por lo tanto a partir de aquellos se obtuvieron los aceites del
grupo C, con el nivel de acidos grasos libres mas alto. Cuando mas se
almacenan las aceitunas es cuando mas se encuentran bajo las acciones de

enzimas producidas por microorganismos.

En este tipo de almazaras las aceitunas se ponen a molturar sin lavado ni
eliminacién de los frutos alterados, lo que indica que la produccion de lipasas
podria seguir presente durante la molturacion, que en este caso es un proceso
muy lento y que puede durar hasta 12 horas o mas, para poder llegar a
terminar de extraer el aceite a partir de una cantidad de aceitunas de alrededor
de 400 Kg. La pasta de aceitunas durante este proceso se encuentra, ademas,
expuesta a todos posibles microorganismos procedentes del ambiente, del

material usado o del personal.

Por otro lado, en las almazaras objeto de este estudio, el aceite de oliva se
separa del agua de vegetacién por una simple decantacion. Este sistema de
decantacion dejar pasar parte de este agua y favorece la presencia de
microorganismos productores de lipasas en el aceite (Ciafardini and Zullo,
2002). La presencia de agua en el aceite o emulsién de agua-aceite (Koidis et
al., 2008), favorece el crecimiento de los microorganismos y la producciéon de
lipasas (Yoshida et al., 2011).
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Efectivamente, todos tipos de microorganismos; bacterias mesofilas y
psicrotroficas, mohos y levaduras que han sido encontrados en las aceitunas
durante los diferentes periodos de su almacenamiento han sido indicados en
sus correspondientes aceites a los tres meses de almacenamiento (Tabla I11.8
y Tabla 111.9).

A los 6 meses de almacenamiento (Tabla 11l.11 y Figura 111.10) se noto un
significativo aumento del grado de acidez en todos los grupos, los valores de
acidez igual, han mostrado diferencias significativas entre los aceites del grupo
Ay C (p <0.05). De acuerdo con recientes estudios, el aumento de del grado
de acidez acomparfia el almacenamiento del aceite de oliva (Gomez-Alonso et
al., 2007; Samaniego-Sanchez et al., 2012; Ben-Hassine et al., 2013).

Los valores del grado de acidez no presentaron diferencias significativas entre
los aceites envasados en PET y en cristal para los grupos procedentes de
almazara de granito. Mientras, que en la almazara de madera los aceites en
cristal mostraron valores mas reducidos que en los de PET, con una diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05). En este caso se puede decir que el
envase en plastico ha sido muy favorable para la produccion de enzimas

degradantes de los triglicéridos de aceites producidos en almazara de madera.

Comparando entre los dos tipos de almazaras, los aceites procedentes de
almazara de madera y envasados en PET mostraron un aumento significativo
de acidez en las muestras de grupo A (a los 3y a los 6 meses) y las de grupos
B y C a los 6 meses. Mientras que, los aceites envasados en cristal mostraron
un crecimiento importante de acidez en los aceites de grupo C procedentes de
almazara de granito. Un aumento importante del grado de acidez informa sobre
una actividad enzimatica muy importante de los microorganismos producidos
de lipasas degradantes de los triglicéridos. El nivel de liberacion de los acidos
grasos o de la degradaciéon de los triglicéridos depende de la presencia y del
desarrollo de los microorganismos producidos de lipasas, y que deben estar
relacionados en gran parte con los manejos y manipulaciones efectuados en

cada tipo de almazara durante los procesos de extraccion del aceite.
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Tanto en los aceites procedentes de almazara de granito como en los aceites
procedentes de almazara de madera, el grado de acidez para todos los aceites
gue proceden de aceitunas almacenadas durante 30 dias (Grupo C) se ha
encontrado por encima de los limites permitidos en la Regulacién de la
Comisién (UE) N° 61/2011.

6 Acidez . mA
dF= fE* EB
5 -
cE
aC oc* me
4 - el
fr*
3 1 cF*
e
2 1 e
[+ b b d b
d
1 Al 1y a
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PET Glass PET Glass
Granite Wood

Figure 111.10. Evolucion del grado de acidez de aceites procedentes de una almazara de
granito y de madera y envasados en PET y vidrio.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

® Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de parametro, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra maylscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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3.2.2. Indice de peroéxidos.

El indice de peroxidos permite de evaluar el estado de una materia grasa e
informa sobre su oxidacion o rancidez, que representa el principal factor de
degradacion de los aceites comestibles, puede tener lugar durante su
produccion o su almacenamiento (Kiritsakis et al., 1998) y se considera como
un parametro principal que afecta a su calidad.

El indice de perdxidos expresado en miliequivalentes de oxigeno activo por
kilogramo de aceite, a los 3 meses de almacenamiento del aceite (Tabla
[11.11 y Figura 111.11) presento valores mas bajos de 3,17 + 1,32 a 3,49 + 0,73
meq O./kg en los aceites del grupo A (aceites obtenidos de aceitunas
almacenadas durante 7 dias), seguidos de los valores del grupo B (aceites
obtenidos de aceitunas almacenadas durante 15 dias) de 3,61 + 0,83 a 5,37
+ 1,30 meq Oy/kg y los valores més altos de 4,34 + 1,19 a 7,26 £ 5,27 meq
O./kg han sido indicados en los aceites del grupo C ( aceites obtenidos de
aceitunas almacenadas durante 30 dias). La diferencia ha sido
estadisticamente significativa (p < 0.05) entre los dos grupos A y C. Estos
valores son superiores a los encontrados en aceites de oliva de la misma
variedad Picholine marroqui, producidos en almazaras con sistema continuo
(Haddam et al, 2014).

La importante diferencia de indice de peréxidos entre los aceites de grupos Ay
C nos hace llegar a la conclusién que la oxidacion ha tenido lugar, en gran
parte durante almacenamiento de las aceitunas. Las aceitunas han sido
almacenadas al aire libre y puestas en sacos de plastico, que normalmente,
facilitan la transmisién de aire y luz, (principales factores de oxidacion).
Asimismo, el largo tiempo de molturacién permitié que la pasta de las aceitunas
entrara en contacto con la luz y oxigeno durante mas tiempo. Todas estas
condiciones seguidas durante el procesamiento de los aceites pueden ser las
causantes de estos altos valores obtenidos en el indice de perdxidos de las

muestras analizadas.
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La presencia de acidos grasos libre también, ha tenido mucha influencia en la
oxidacion de los aceites, tal y como recogen Paradiso et al. (2010) y Waraho et
al. (2011), que encontraron como concentraciones de 0.5 a 1% de acido oleico
provocaron la formacién de concentraciones significativamente mas alta de
hidroperoxido. Lopez-Lopez et al. (2009) pusieron de manifiesto como, en todo
momento de produccion del aceite, el acido graso necesario para activar el
fendbmeno de oxidacién podria estar facilmente disponible, a causa de la
hidrolisis del triacilglicerol producido por enzimas lipoliticas, de los frutos o de la
microflora ambiental. En el caso de nuestro estudio, los microorganismos
producidos de lipasas, estan presentes tanto en las aceitunas como en el aceite
(Tabla 111.8 y Tabla 111.9).

A los 6 meses de almacenamiento (Tabla 11l.11 y Figura I1l.11) se noto un
significativo aumento del indice de perdoxidos en todos los grupos. Los valores
de los aceites del grupo C igual han mostrado diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) con los valores de los aceites del grupo A. Resultados
similares a recientes estudios que mostraron que el indice de peroxidos
aumenta con el tiempo de almacenamiento del aceite de oliva (Dabbou et al.,
2011; Rababah et al., 2011; Samaniego-Sanchez et al., 2012; Ben-Hassine et
al., 2013).

Los valores del indice de peroxidos se encontraron mas reducidos en los
aceites envasados en cristal que en los envasados en PET, con una diferencia
significativa a los 3 meses entre los aceites de los grupos B y C obtenidos en
almazara de madera, y a los 6 meses la diferencia se mostré6 muy importante
entre los aceites de los grupos C procedentes de ambas almazaras. Los
aceites envasados en cristal se han encontrado més protegidos de oxidacién
que los en PET, resultados concordantes con los encontrados en estudios

anteriores (Samaniego-Sanchez et al., 2012).

Comparando entre los dos tipos de almazaras, los aceites del grupo B
contenidos en PET y procedentes de almazara de madera presentaron valores
de indice de peroxidos a los 3 meses mas altos que los del mismo grupo en el

mismo envase y obtenidos en almazara de granito. Mientras que los aceites del
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grupo C en cristal y procedentes de almazara de granito mostraron valores de
indice de peroxidos mas importantes que los aceites del mismo envase y

producidos en almazara de madera.

La diferencia en el nivel de indice de peroxidos entre los dos tipos de
almazaras pudiera estar relacionado sobre todo con tiempo de molturacion,
durante el cual la pasta de las aceitunas se encontraba expuesta al oxigeno y

a la luz, dos principales factores que juegan a favor de la oxidacion.

123



Resultados y discusion
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Figura 1l1.11. Evolucion del indice de peroxidos de aceites procedentes de una almazara de

granito y de madera y envasados en PET y vidrio.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

% Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra mindscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de parametro, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

3.2.3. Absorbancia en el Ultravioleta.

La absorbancia en el ultravioleta permite evaluar el estado de conservacion
del aceite, informando de la presencia o la ausencia de productos de

oxidacién secundaria en el mismo producto. Los hidroperéxidos de los
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primeros estadios de la oxidacion absorben a 232 nm, mientras que los
productos de la oxidacién secundaria absorben a 270 nm. Se determina la
absorbancia a 232 nm y corresponde al coeficiente de absorbancia K232 y a

270 nm y corresponde al coeficiente K270.

-K232

Los valores de coeficiente de absorbancia K232 determinados en las muestras
de aceite almacenadas a los 3 y 6 meses se encuentran recogidas en la Tabla
[11.12 y en la Figura 111.12.

En todas las muestras analizadas, el K232 aumenta a medida que aumenta el
tiempo de almacenamiento del aceite, tanto en los obtenidos en almazaras de
granito como en los obtenidos en las almazaras de madera. Los menores
valores se presentaron en las muestras del grupo A (aceites procedentes de
aceitunas almacenadas durante 7 dias antes de su molturacion) a los 3 y a los
6 meses de almacenamiento tanto en PET como en vidrio. Por el contrario, los
mayores valores se han encontrado para las muestras del grupo C (aceites
procedentes de aceitunas con un almacenamiento de 30 dias), existiendo
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre ambos grupos.
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Molino/Envase NclfiT-L.EY. 1 K232@ K270 2
muestras
J meses 6 meses 3 meses 6 meses
Granito/PET A 195+035 [247+055 |[011+0,03 |[021+005
bA dA aA* cD
(n=78) B 213+0,16 [252+039 [0,13+004 [022+0,06
bC* dB* aB” cD*
cC 260+102 [333+168 [021+0,12 [032+012
aD* ¢ D* bC* dF*
Granito/ Vidrio |-} 166+043 [246+032 [0,11+0,04 |020+004
ab dA ah cE
(n=60) B 202+052 [286+044 [0,13+0,02 |021+0,02
bC eC aB* cE*
249+066 [321+070 [021x001 [031+06
cE fE bC dG
Madera/ PET A 187+0,03 [266+0,23 [0,18+0,03 |023+003
ahA dA aA* dA
(n=36) B 269+038 |376+047 [024+002 |031+0,05
bC* eC* bC* eC*
C 423+080 [553+101 [035+0,06 |047+0,07
cE* fE* cE* fE*
Madera/ Vidrio .} 1,50+ 0,22 1,00+027 [0,13+0,05 |[0,17+0,04
aB dB aB cB
(n=36) 218+014 [269+024 [019+003 [024+003
bD eD b D* dD*
c 288+054 [358+053 [0,20+0,05 |031+0,08
cF fF bF eF

Tabla 111.12. Evolucién de la absorbancia en el Ultravioleta para aceites procedentes de

almazara de granito y de madera y envasados en PET vy vidrio.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

% Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra mindscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de parametro, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

La absorbancia en 232 nm indica un inicial estado de oxidacién y formacion de
conjugaciones dienos. En relacién con fendmeno oxidativo y con el fin de
evaluar la actividad de pro-oxidante de los triglicéridos en ausencia de
cualquier posible interferencia, Gomes et al. (2008, 2011) emplearon un aceite
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purificado; libre de compuestos antioxidantes y pro-oxidante. Los resultados
de aquellos trabajos mostraron la presencia de una accién pro-oxidante tanto
en el aceite de oliva purificado como en su correspondiente aceite sin
purificacion, es decir que el tiempo de induccién de oxidacion disminuyo con el
aumento de las concentraciones de triglicéridos oxidados. Bilancia et al.
(2007) mostraron que las cantidades de triglicéridos oxidados, detectados en
el aceite de oliva virgen durante el almacenamiento fueron significativos y
inversamente proporcionales al los tiempos de induccion de la oxidacion.

La separacion del aceite por una simple decantacion y la falta de filtracion han
dejado de pasar el agua de vegetacion con el aceite. En la superficie de las
interfaces de agua-aceite se mostro la capacidad de concentracion de la
molécula de los acidos grasos (Choe, 2008), gracias a la combinacion de
grupos hidrofébicos e hidrofilicos, ya que la misma molécula de estos
componentes contiene una cola de hidrocarburo hidrofébica y una cabeza de
acido carboxilico hidrofilica. La concentracion de los acidos grasos en la
superficie de las gotas de emulsiones, atraen los metales de transicion
prooxidantes que promueven la oxidacion (Waraho et al., 2009). Trabajos
realizados por Waraho et al. (2011), mostraron que, en emulsiones de agua-
aceite, la autooxidacion de los acidos grasos provocé la formacion de

concentraciones significativamente altas de hidroperéxido.

De acuerdo con recientes estudios los valores de K232 aumentan con el tiempo
de almacenamiento del aceite de oliva (Dabbou et al., 2011; Rababah et al.,
2011; Samaniego-Sanchez et al., 2012; Ben-Hassine et al., 2013; Mancebo-
Campos et al., 2014).

Los valores de K232 han sido méas reducidos en los aceites en botellas de
cristal que en los en botellas PET. El envasado de aceite en plastico acelera

entonces la auto-oxidacion del aceite.

Comparando entre los dos tipos de almazaras, los grupos B y C envasados en
PET y procedentes de almazara de madera presentaron niveles de K232
superiores a los aceites de los mismos grupos en el mismo envase y obtenidos

en almazara de granito.
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Esta diferencia en K232 entre las dos almazaras podria ser resultante de las
reacciones de auto-oxidacion que han tenido de las aceitunas y de su pasta
durante la extraccion del aceite, causados por las manipulaciones practicadas

en cada almazara.

k232 mA
6 - fe*
=B
5
we

Granite Wood

Figure 111.12. Evolucion del K232 en aceites procedentes de una almazara de granito y de
madera y envasados en PET y vidrio.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

® Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de parametro, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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-K270

Los valores de coeficiente de absorbancia, K270 encontrados en las muestras
de aceite, a los 3 y 6 meses de almacenamiento, estan recogidos en la Tabla

[11.12 y en la Figura 111.13.

Para el K270 se sigue la misma dinamica que para el K232; se ha indicado un
aumento del valor de K270 con el aumento del tiempo de almacenamiento de
las aceitunas como de sus aceites, con diferencia significativas, (p < 0.05) entre
los grupos A y C. Todo manejo incontrolado practicado durante la produccién
del aceite como es el almacenamiento de las aceitunas al aire libre, el largo
tiempo de molturacion y la separacion del aceite por una simple decantacion
puede conducir al aumento de oxidacion, de auto-oxidacion del aceite y a la
formacion de productos de la oxidacién secundaria, que absorban a 270 nm
como las cetonas insaturadas y dicetonas (Ollé, 2002; Jeantet et al., 2006). Y
de ahi, la propagacion de la oxidacion lipidica que empieza con la reaccion
inmediatamente del radical formado con otro lipido que se encuentra cerca de
él, incrementando los mecanismos de oxidacion que provocan la rancidez del

aceite (Vacca et al., 2006).

En nuestro caso, el largo tiempo de exposicion de las aceitunas antes de su
molturacion asi como la falta de un control higiénico y de las condiciones
ambientales durante su almacenamiento, estarian contribuyendo a la aparicién
de compuestos de oxidacion incluso antes del proceso de obtencién de los

aceites.

Los valores de K270 han sido mas reducidos en los aceites envasados en
cristal que en los aceites envasados en PET con una diferencia significativa (p
< 0.05) entre los aceites obtenidos en almazara de madera. El envasado en
plastico, entonces, ha ayudado mas a la auto-oxidacion de aceites producidos

en almazara de madera.

Comparando entre los dos tipos de almazaras, los aceites procedentes de

almazara de madera y envasados en PET mostraron un aumento significativo
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de K270 en todos los grupos a los 3 meses y en los grupos By C a los 6
meses. Mientras que, los aceites envasados en cristal y obtenidos en la misma
almazara mostraron un aumento importante de K270 en los aceites de grupo B.
Estos cambios de K270 entre las dos almazaras deben estar relacionados en
gran parte con los manejos y manipulaciones efectuados en cada tipo de
almazara durante los procesos de extraccion del aceite.

mA

05 K270
0,45
04
0,35
0,3
0,25
0,2

0,15

=C

0,1

0,05

Granite Wood

Figure 111.13. Evolucion del K270 en aceites procedentes de una almazara de granito y de
madera y envasados en PET y vidrio.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

® Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de parametro, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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4. DETERMINACION DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE ACEITE DE
OLIVA PRODUCIDO EN ALMAZARAS TRADICIONALES EN MARRUECOS.

4.1. MATERIAL Y METODOS

Perfil de 4cidos grasos estudiados

El perfil de los acidos grasos se llevd a cabo por determinacion del porcentaje
de los correspondientes esteres metilicos, mediante cromatografia de gases,
segun los métodos establecidos por la Comunidad Europea, Regulacion de la
Comision (CEE) N° 2568/91 y subsecuente Comunidad Europea, Regulacion
de la Comisién (UE) N° 61/2011 de 24 de enero de 2011. Se trata de
transformar los acidos grasos del aceite en estrés metilicos, componentes
volatiles, que al pasar a través de una columna de cromatografia de gases se
separan en funcidn de sus numeros de carbono segun el tiempo de retencion.
Los esteres metilicos con menos atomos de carbono son los primeros que

aparecen registrados.

APARATOS Y MATERIALES DE LABORATORIO

- Balanza de precision

- vasos de precipitado de 2 litros

- Matraces aforados de 1 litro

- Matraz de fondo plano de 50 ml cuello largo y boca esmerilada
- Refrigerante

- Pipetas graduadas de 5y de 6 mi

- Embudo

- Pipeta aforada de 5 ml

- Mechero, tripode vy rejilla

- Instalaciones de nitrégeno, hidrégeno y aire.

- Ordenador equipado con un registrador Star 800.
- Microjeringa de 10 ul, Hamilton

- Cromatégrafo de gases Perkin-Elmer Autosystem.
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Reactivos

Reactivos Proveedor
Metilato sédico Panreac
Metanol absoluto Panreac
Acido sulfarico Panreac
Hexano Panreac
Cloruro de sodio Panreac
Patrones de acidos grasos Sigma

Preparacion de los esteres metilicos de los acidos grasos. Ver Figura l11.4.

En matraz de 50 ml, a fondo plano, cuello largo y boca esmerilada, y
previamente tarado, se pesaron 0.3 g de aceite. Se afiadieron a continuacion 6
ml de metilato sodico (0.2 N) (el metilato sodico se prepara con mucho cuidado
al ser muy inflamable en presencia de agua. Su dilucion en metanol se realiza
dentro de una campana). Se metieron 3 0 4 perlas para regular la ebullicion y
se coloco el matraz al refrigerante, se hiervo hasta obtencion de una sola fase,
como minimo 5 minutos. Se interrumpio la calefaccion y se agregaron al matraz
6 ml de acido sulfirico en metanol (4%). (Esta etapa se realiza con mucho
atencién por la facilidad de inflamacion del &cido sulfarico), se devolvié a
calentar, manteniendo en ebullicibn durante 5 minutos. Se enfrio y a
continuacion se agregaron 5 ml de hexano y después, se adiciond disolucion
acuosa saturada de NaCl en cantidad suficiente para situar la capa de hexano
en el cuello del matraz. (Esta metilacién en caliente debe realizar en campana
extractora y con mucho cuidado; (Esta metilacion en caliente debe realizar en
campana extractora y con mucho cuidado; el montaje del experimento debe
estar bien aislado de todo tipo de reactivo y material: pipetas, matraz, papel,...
contaminado con reactivos y particularmente los mismos reactivos usados

durante esta misma etapa).
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Figura Ill.14. Montaje para metilacion de acidos grasos

Se dejo reposar el contenido del matraz hasta que se mostré bien separada la
disolucion en dos fases (5 a 7 min al menos). La fase situada en el alto del
matraz (en el cuello) corresponde a la disoluciones que contienen los esteres
metilicos, se ha puesto en viales de vidrio, que se guardaron en congelador de
bajo de 20°C, esperando su inyeccion en cromatografia.

Condiciones cromatograficas

El programa de temperaturas empleado para la separacion de los ésteres
metilicos fue el siguiente: 60 °C (T1) durante 3 minutos, rampa de 5 °C/min,
170 °C (T2) durante 9 minutos, rampa de 10 °C/min y 230 °C (T3) durante 5
minutos. Temperatura del inyector: 230 °C y temperatura del detector: 250 °C.

- Gas portador: hidrégeno.

- Presion del flujo: 25 ml/min.

- Cantidad inyectada: 1ul de muestra con esteres niktos en la cabeza de
columna cromatografica.

- Columna cromatografica. SP-2560 (100 m x 0,25 pm film x 0,20 d.i;
SUPELCO, USA).

- Detector de ionizacion de llama (FID).
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Identificacién y evaluacion de los &cidos grasos.

La identificacion de cada uno de los picos correspondientes a los acidos grasos
se efectu6 en funcion de tiempo de retencidn, que es unico para cada
compuesto, dadas unas determinadas condiciones; mismo gas portador, rampa
de temperatura y flujo. Y como patrén de referencia, han sido usados esteres
metilicos de pureza cromatografica, analizados en las mismas condiciones, y

en las cuales los tiempos de retencion han sido ulteriormente determinados.

El perfil de los acidos grasos ha sido expresado como el porcentaje de los
principales esteres metilicos (Dabbou et al., 2010), relativo al &rea total de los

acidos grasos presentes en una muestras analizada de aceite de oliva

A
pi= ——x100
2A
En donde:
pi: Porcentaje de acidos graso i.
Ai area del pico correspondiente al acido graso i.
2A: suma de las areas de todos los picos.
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4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Los principales acidos grasos insaturados identificados vienen recogidos en la
Tabla I1.13 y en la 1ll.14 se recoge las diferentes relaciones existentes entre
ellos. En cuanto a los acidos grasos saturados analizados, aparecen recogidos
en la Tabla 11.15.Estos acidos grasos han sido determinados en las muestras
de aceite de oliva de la variedad Picholine marroqui, procedentes de dos tipos
de almazaras tradicionales: almazara de madera y almazara de granito y

envasados en botellas de plastico (PET) y de vidrio.

4.2.1 Acidos grasos insaturados

El &cido oleico es el acido graso insaturado mas predominante del aceite de
oliva, y gracias a su cantidad le confiere su originalidad y sus propiedades
saludables. A los 3 meses de almacenamiento del aceite (Tabla 111.13 y Figura
[11.14), el acido oleico presento valores mas altos en los aceites del grupo A
(aceites obtenidos de aceitunas que han sido almacenadas durante 7 dias), de
73,14 £ 1,3 a 76,02 = 1,3 %, seguidos de los aceites del grupo B (aceites
obtenidos de aceitunas que han sido almacenadas durante 15 dias), de 71,87
2,11 a 73,64 = 2,23 % y los del grupo C (aceites obtenidos de aceitunas que
han sido almacenadas durante 30 dias), de 70,75+ 1,46 a 71,36 + 2,48 %. La
diferencia entre los grupos A y C ha sido significativa (p < 0.05). Aceites de la
Picholine marroqui producidos por sistema continuo, mostraron cantidades mas
altas de acido oleico, de 76,71 a 76,80 % (Essiari et al., 2014).
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LIS EELS Grupo de Palmitoleico 2 Margaroleico 2 Oleico ?
muestra
3 meses 6 meses 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
Granito/ PET A 0,66£0,18 | 0.65+0,19 | 0.12+0,08 | 0,11£0.07 | 74,38:1,65 | 72.31£1.72
ah ah aA aA ahA dA
(n=78) B 0,65¢0,11 | 0.64+0,11 [ 0,07£0,15 | 0,06+0,14 | 72,60+2 24 | 71,05+2_30
abc abc abB abB bC* eC
[ 0,57¢0,12 | 0.54+0,12 | 0,0540,05 | 0,04+0,05 | 70,75¢1,46 | 60,27£1.47
cbE cE cbD cbD CE* fE*
Granito /Vidrio I} 0,56£0,06 | 0.55+0,06 | 0.10£0,12 | 0.09£0.11 | 76,02+1.31 | 74.03£1.36
aB* apB* ah ah ap* dB
(n=60) B 0,54£0,14 | 0.52+0,13 | 0.07+0.05 | 0.06£0.05 | 73,64+2.23 | 71.41£2.25
abD aD* ac ac b D* eD*
[ 0.46£0,10 | 0.45+0.10 | 0.07£0.04 | 0.06£0.04 | 71,36+2.48 | 70,75£2.81
bF bF aE afE* cF* eF*
Madera/ PET A 0,65¢0,15 | 0.63+0,17 | 0.08+0,07 | 0.08£0.07 | 73,14%1,32 | 71.72£1.32
ah ah aA aA ahA dA
{n=36) B 0,57¢0,11 | 0.55+0,12 | 0,07+0,07 | 0,05£0,06 | 71,87+2,11 | 60,87£2.17
abB abB achB adB b C* eC
c 0,54£0,12 | 0.51£0,12 | 0.0310,03 | 0.02+0.03 | 70,171,098 | 68.15£1.87
ac ac bcC bdC CcE* fE*
Madera/ Vidrio I} 0,66£0,17 | 0.65+0,17 | 0.1240.07 | 0,12+0.07 | 75,28+2.04 | 73.75£2.04
a A‘ a ,ﬁ‘* ah an a E* dB
(n=36) B 066+0,16 |0.64+0.19|0.10+0,10 | 0,00+0.18 | 73.20+2,258 | 71.80+2.36
anp aB* ab ab b D* eD
c 0,5580,12 | 0.54£0,14 | 0.0520,05 | 0.05£0.04 | 71,0121,50 | 68.18+1.40
ac ac bC bc* CF” fF*

Tabla I11.13. Evolucién del perfil de acidos grasos insaturados de aceite de oliva obtenido en

molino de aceite tradicional marroqui durante tiempo de almacenamiento (3 y 6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

 Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra mindscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo

de almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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Grupo de Linoleico 2 Linolénico 2 Gadoleico 2
muestra
3 meses 6 meses 3 meses 6 meses |3 meses 6 meses
Granite/ PET A 11,91£0,80 | 11,2120,77 | 0.78+0,21 0,77+0,21 | 0,310,055 | 0,30£0,07
ah ah ah ah ahA an
(n=78) B 11,3241.45 | 11,08+1,33 | 0,69+0,29 | 0,68+0,28 | 0.28+0,14 | 0.2640,13
aB aB ac ac abB aB
Cc 11,08¢1.10 | 11,02¢1.15 | 0.72+0,22 | 0,71+022 | 0.27+0,07 | 0,26+0,07
aD ac akE akE ac ac
Granite/ Vidrio A 11,2241 14 | 111441 22 | 0664020 | 0,64+020 | 0.30+010 |0.29+010
ah ah aB aB ah ah
(n=60) B 11, 11+¢1.61 | 10,93+1.50 | 064022 | 0,62+021 | 0.20+0,07 | 0,28+0,07
accC aB abD abD aB aB
Cc 10,97+1.40 | 10,69+1.61 | 0.50+0.22 | 0,58+40.22 | 0,30+0,07 | 0,29+0,06
bcE abcCc akE akE ac ac
Wood!/ PET A 11,1941 44 | 11,0641.04 | 0.70+0,30 | 0,684030 | 0324008 | 0.31+007
ah ah ah ah ah ah
(n=38) B 11,07+1.88 | 10,8441 86 | 0644032 | 0,624031 | 0314008 | 0304008
aB aB aB aB abB aB
Cc 10,96¢1.30 |10, 77+1.14 | 0.53+0,29 | 0,52+¢020 | 0.27+0,08 | 0,26+0,08
ac ac ac ac bcC accC
Wood/! Vidrio A 11124173 [ 11024167 | 0764028 | 0,73+4026 | 0.31+0,08 | 0.30+0,08
ah ah ah ah ah ah
(n=36) B 11,0341,40 | 10,97+1,54 | 0,73+0,26 | 0,72+0,26 | 0,29+0,09 |0,28+0,09
aB aB aB aB abB aB
c 10,78£1,40 | 10,63£1,34 | 0.64+0,27 | 0632027 | 0.22+015 | 0,21£015
ac ac ac ac bC abC

Tabla 111.13. (Continuacién).Evolucién del perfil de acidos grasos insaturados de aceite de oliva obtenido
en molino de aceite tradicional marroqui durante tiempo de almacenamiento (3 y 6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

 Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),

comparando entre el mismo tipo de de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo
de almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

Esta reduccién del porcentaje de acido oleico puede tener origen enzimatico,
efecto que, lipasas han sido indicadas en la degradacion de &cidos grasos
(Belhaj-Ben et al., 2010; Contesini et al., 2010; Yoshida et al., 2011; Sathish
Yadav et al.,, 2011), de cadena larga (Lalman and Bagley, 2001; Pereira et al.,
2002, 2004; Becker, 2010; Valladao et al., 2011; Goncalves et al., 2012). Asi,

también, actividad de lipasas muy importante, ha sido mostrada su produccion
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por microorganismos aislados de aceitunas y de aceite de oliva (Marquina et
al., 1992; Ciafardini et al., 2006a, b; Psani and Kotzekidou, 2006; Hernandez et
al., 2007; Zullo and Ciafardini, 2008). De mismo, otros estudios han mostrado la
degradacion de acido oleico por bacterias (Svetlitshnyi et al., 1996; Pereira et
al., 2002; Zhang et al., 2004; Shigematsu et al., 2006), mohos (Valladao et al.,
2011) y levaduras (Wang et al., 2011). En experimentos de cultivacion de
bacterias, se uso el aceite de oliva como la Unica fuente de carbono y energia,
el crecimiento de bacterias se acompafio de una acumulacién especialmente
de acido oleico (Becker, 2010).

En nuestro estudio, microorganismos; bacterias, mohos y levaduras han
mostrado su presencia en las aceitunas como en sus correspondientes aceites
(Tabla 111.8 y tabla I11.9). ElI grupo con mas tiempo de almacenamiento (grupo
C), ha estado més tiempo en contacto con estos microorganismos y ha tenido,

entonces el nivel mas reducido en el porcentaje del acido oleico.

A los 6 meses de almacenamiento del aceite (Tabla I11.13 y Figura 111.14) se
redujo el porcentaje del acido oleico en todos los aceites con diferencia
significativa entre los grupos Ay C (p < 0.05). Esta reduccion de la cantidad del
acido oleico con el aumento de tiempo de almacenamiento del aceite
concuerda con resultados de estudios anteriores (Rufian-Henares et al., 2005;
Sun-Waterhouse et al., 2011).
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Figure 111.14. Evolucion del acido oleico en aceites procedentes de almazara de granito y de

madera y envasados en PET y vidrio.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

% Promedio + SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo
de almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

Los otros acidos grasoso monoinsaturados; el palmitoleico, el margaroleico y el
gadoleico (Tabla I11.13) mostraron valores inferiores a 1 % en todos los aceites,
y aunque sus evoluciones no han sido significativas durante almacenamiento,

juntos con el &acido oleico presentaron el perfil de los &cidos grasos
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monoinsaturados (AGMI), con un nivel méas alto en el grupo A, de 74,19 + 1,82
a 76,98 = 2,00 %, seguido de los valores del grupo B, de 72,82 + 1,40 a 74,54 +
3,26 % y los del grupo C de 71,01 £ 1,66 a 72,19 + 3,35 %, con diferencia

significativa entre los grupos (p < 0.05).

Por su parte, el segundo acido graso insaturado en importancia después del
acido oleico es el acido linoleico, (AGPI) y aunque ha sufrido una reduccion con
el almacenamiento, ésta no ha sido estadisticamente significativa .lgual
comportamiento ha experimentado el acido linolénico, (AGPI) en todos los
grupos estudiados (Rufian-Henares et al., 2005).

Los valores de todos los acidos grasos insaturados determinados en los aceites
analizados han tenido valores inferiores a los limites permitidos por el
Reglamento (UE) N° 61/2011.

Comparando entre los dos tipos de envases, el porcentaje en acido oleico ha
sido superior en los aceites en cristal que en los aceites en PET, con
diferencias significativas (p < 0.05). El envasado en plastico favorece la
degradacion del acido oleico no solo por efecto enzimético sino también por el
enranciamiento quimico mayor que sufren los aceites envasados en PET dada

la mayor permeabilidad de este material al oxigeno que el vidrio.

Los valores del 4cido palmitoleico de los aceites en cristal han sido superiores
a los de aceites en PET, mientras que los otros acidos grasos insaturados;
margaroleico, linoleico, linolénico y gadoleico no mostraron diferencias

significativas entre los dos tipos de envases.

Considerando el tipo de almazara, los niveles de acidos grasos insaturados han
sido mas altos en aceites procedentes de almazara de granito que los aceites
obtenidos en almazara de madera, excepto, el oleico a los 6 meses en los
aceites de grupo B envasados en cristal y el palmitoleico en todos los grupos
de aceite que han tenido valores superiores en los aceites producidos en

almazara de madera.
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La diferencia obtenida entre los aceites de los dos tipos de almazaras se puede
explicar por los manejos practicados en cada almazara durante los procesos de
extraccion del aceite. Entones, los aceites que han tenido menos cantidades en
acidos graos insaturados son los aceites que han recibido mas lipasas

producidas por microorganismos.

En cuanto a la relacion oleico / linoléico, ésta ha sido usada en diferentes
estudios para examinar la estabilidad oxidativa del aceite (Krichene et al., 2010;
Amaral et al., 2010). En las muestras estudiadas, dicha relacion se recoge en la
Tabla 1l1.14. Se han encontrado valores de 6,28 + 0,73 a 6,77 = 0,70, para los
aceites del grupo A, siendo esta relacion relativamente superior a la que
presentan los aceites de los de grupos B y C, aunque sin diferencias
estadisticas significativas tanto para los envasado en cristal como para los
envasados en PET. Los aceites obtenidos de aceitunas con menos tiempo de
almacenamiento y protegidos en botellas de cristal han tenido valores mas
elevados de relacion oleico / linoleico, mostrando, entonces, un nivel mas

estables, aunque sin diferencia estadisticamente significativa.
En cuanto a la relacion &cidos grasos monoinsaturados / &cidos grasos

poliinsaturados, ésta sigue una dinamica parecida a la relacion oleico /

linoleico, sin diferencias estadisticas significativas entre los diferentes grupos.
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Grupo de | Relacién AGMI/AGPI | Relacién Oleico/Linoleico
muestra
3 meses 6 meses 3 meses & meses
Granito/ PET A 6,14+094 | 6,12+0,97 | 6.46+1,04 6,45+1,07
a A ah ah ah
(n=78) B 6,13+0,94 | 6,12+0,97 | 6,42+1,04 6,41+1,07
a A ah ah ah
c 6,07+0,82 | 597+0,81 | 6,38+0,84 6,28+0,73
ah ah ah ah
Granito/ Vidrio i} 6,47+0,66 | 6,36+0,72 | 6,77+0,70 6,64+0,72
ah ah ah ah
(n=60) B 6,34+095 | 6,25+1,01 | 6,62+1,04 6,53+1,13
ah ah ah ah
c 6,24+079 | 6,34+0.73 | 6,50+0,78 6,61+0,82
ah ah ah ah
Madera/ PET A 6,23+1,07 | 6,19+1,38 | 6,53+0,98 6,48+1,34
ah ah ah ah
(n=36) B 6,211,390 | 6,17+1,32 | 6,49+138 6,44+1,30
aA ah ah ah
c 6,18+083 | 6,10+0,76 | 6,40+0,89 6,32+0,81
ah ah ah ah
Madera/ Vidrio |, 6,42+095 | 6,31+0,91 | 6,76+0,93 6,63+0,70
ah ah ah ah
(n=36) B 6,31:090 |6,23:088 |663+1,07 | 655+1,04
ah ah ah ah
C 6,28+0 97 | 6,12+0,66 | 658+1,00 6,41+0,73
ah ah ah ah

Tabla IIl.14. Relacion entre los diferentes acidos grasos insaturados en aceites de oliva
obtenidos en molino de aceite tradicional marroqui durante tiempo de almacenamiento (3 y 6)

meses

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo

de almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayulscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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4.2.2 Acidos grasos saturados.

El acido palmitico ha presentado el perfil mas alto de los acidos grasos
saturados (Figura 111.15 y Figura 111.14), a los 3 meses de almacenamiento del
aceite ha tenido valores mas reducidos en los aceites del grupo A, de 9,36 +
1,23 a 11,63 = 1,34 % seguidos de los valores del grupo B, de 11,29 +1,41 a
12,81 + 1,24 % y los mas altos han sido en los aceites del grupo C, de 12,65 +
2,43 a 13,52 + 2,17 %, con diferencia significativa entre los grupos Ay C (p <
0.05). Comparando con los valores referenciados por otros autores, en aceites
de la misma variedad (Picholine marroqui), producidos por sistema continuo, el
acido palmitico mostré valores mas bajos y alrededor de 9,6 a 10,9 % (Haddam
et al., 2014) y de 9,37 a 10, 88 % (Essiari et al., 2014).
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Molino/ Envase Relgl:LL Palmitico 2 Margarico 2 Estearico 2
muestra
3 meses 6 meses 3 meses 6 meses |3 meses 6 meses
Granito/ PET A 10,47+1.04 | 1179105 |0,15£0,05 |0.16+0,04 [ 1.22:061 |1,86+068
aA aA* aA aA an* cA*
(n=78) B 11,78:076 |12.93:078 |017¢0.06 |0.19+0,06 |1,92:082b | 2,16:0.80
bC* abct aB aB B bcB*
c 13,52¢2 17 | 14.80+2.13 | 0,10£0,06 |0.20£0,07 |2.35+006 |2.52+1,01
CE* CE* cC cC bC bC
Granito/ Vidrio [ 0.36+123 [1003:126 |017+0,06 |0,18+007 | 1,15¢035 | 1,74£0.42
aB* cB* aA ah an dA
(n=60) B 11204141 (12774172 | 0194002 |020£0,03 |1.76+059 |2.364076
ap* cD aB aB bB eB
c 12.65¢2 43 | 13214273 | 0204017 |0.2140.21 [ 2.79+0585 |3 364085
bF dF* ac ac cC* fD*
Madera/ FET | 11638134 | 12.66¢141 | 0184006 |0.21:0,06 | 1.61:047 |2.21£043
aA cA* aA aA an* cA*
(n=36) B 12.81£1.24 | 13824110 | 0,15:005 |0.17+006 | 2.11+066 |2.93:0,75
DVE: dc* ach ach adB ceB*®
c 13,52:¢003 | 14.97+1,11 | 0204003 |0.230,03 | 2,010,890 |3.42+0 81
b C* eD* bcC bcC bdC becC
Maderal Vidrio [} 10,0041 43 | 11244158 | 0144005 |0.16+0,05 [1.26+026 |1.87+040
a A" ap” ah ah an CA
(n=36) B 11,5041 46 | 12,31+1,33 | 0,17£0,04 |0,18+0,04 |1,84+0,77 |2,27+0,75
abB* apc aB aB bcB caB
¢ 13.47+0,09 |14.98¢1.11 | 017005 |0.19 2.33:052 | 280084
bC cD* ac +006aC |pC* ac*

Tabla 111.15. Evolucién del perfil de acidos grasos saturados de aceite de oliva obtenido

molino de aceite tradicional marroqui durante tiempo de almacenamiento (3 y 6) meses.

en

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio + SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra minuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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Molino/Envase el Ll Araquidico @ Behenico ? Lignocerico @
muestra
J meses 6 meses | 3 meses | 6 meses | 3 meses | 6 meses
Granito/PET A 0,26x009 | 027009 | 0,07+0,03 | 0,09+0,04 | 0,06+0,05 | 0,07+0,05
ah ah ah ah ah ah
(n=78) B 0,26x008 |029+008 | 010012 | 011012 | 0,06+0.05 | 0,08+0,06
abB abB ab abB aB abB
c 025+012 | 027013 | 0112005 | 0,12+0.05 | 0,09+0,05 | 0,09+0,05
aC aC aC aC aC aC
Granito/ Vidrio [ 0,24+007 | 0,26x0,08 | 0,06+x0,06 | 0,07+0,06 | 0,02+0,00 | 0,03+0,01
ahA ahA aA ah ah ahA
(n=60) B 0,23x007 | 0,24+x008 | 0,07+0,03 | 0,08+0,03 | 0,05+0,05 | 0,06+0,06
abB abB ab abB bB bB
o 0,24+007 | 025007 | 0,07+0,05 | 0,08+0,06 | 0,06+0,06 | 0,07+0,06
aC aC aC aC bC bhC
Madera/ PET A 0,30+0,05 | 0,34+x0,07 | 0,08x0,05 | 0,10+0,05 | 0,07+0,06 | 0,10+0,06
ahA ahA aA ah ah ahA
(n=36) B 0,25+0,08 | 0,29+0,09 | 0,09+0,04 | 0,11+0,04 | 0,07+0,05 | 0,10+0,05
abB abB ab abB abB abB
c 0,26x008 | 0312008 | 0,10x0,06 | 0,12+0,05| 0,09+0,05 | 0,11+0,05
aC aC aC aC aC aC
Madera/Vidrio [ 0,19+009 | 024011 | 0,060,004 | 0,10+£0,07 | 0,04x0,04 | 0,06+0,04
ahA ahA aA ah ah ahA
(n=36) B 0,24+007 | 0,28+0,08 | 0,08+x0,06 | 0,10+0,04 | 0,07+0,04 | 0,10+0,03
abB abB ab abB aB abB
o 0,20+013 | 0,250,114 | 0,09+0,05 | 0,11+£0,05 | 0,070,04 | 0,10+0,03
aC aC aC aC abC bhC

Tabla II1.15. (Continuacion) Evolucién del perfil de acidos grasos saturados de aceite de oliva
obtenido en molino de aceite tradicional marroqui durante tiempo de almacenamiento (3 y 6)

meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

% Promedio + SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra mindscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de
almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

Estos valores mayores en el contenido en acido palmitico en nuestras muestras
pueden estar causados por la presencia de microorganismos en las aceitunas
como en sus aceites. Mohos y levaduras han sido causantes de la hidroélisis de
los &cidos grasos (Valladdo et al., 2011; Wang et al., 2011). Asi también,
bacterias han sido indicadas en importantes degradaciones del acido oleico
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(Svetlitshnyi et al., 1996; Pereira et al., 2002; Zhang et al., 2004; Shigematsu et
al., 2006). De hecho, el palmitico ha sido indicado como el primer producto
formado de la hidrdlisis del acido oleico (Pereira et al., 2002 Goncalves et al.,
2012).

A los 6 meses de almacenamiento de aceite, se ha aumentado el porcentaje
del acido palmitico en todos los grupos, con diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos Ay C (p < 0.05). Este cambio del perfil de acido
palmitico con almacenamiento del aceite concordia con estudios anteriores
(Rufian-Henares, et al., 2005; Sun-Waterhouse et al., 2011).

Comparando entre el tipo de envase, los aceites en cristal han tenido
porcentajes en acido palmitico menos elevados que los aceites en PET, es por
ello que podemos intuir que el envasado en cristal protege al aceite contra la
hidrodlisis de los acidos grasos y el aumento del acido palmitico.

Considerando el tipo de almazara, los aceites de los grupos A, By C
envasados en PET y producidos en almazara de madera y los aceites de los
grupos By C (alos 3y alos 6 meses) y los del grupo A, a los 6 meses,
envasados en cristal y obtenidos en la misma almazara han tenido valores en
el porcentaje de palmitico superiores a los de aceites producidos en almazara
de granito. Los aceites con nivel alto de palmitico muestran que han tenido
hidrolisis importante de los acidos grasos, es decir gue han tenido mas lipasas
producidas por microorganismos. Y esto puede ser explicado por el manejo
inadecuado que conduce al crecimiento de microorganismos productores de
lipasas durante las etapas de extraccion del aceite al no existir en dichas
almazaras sistemas como PGH y APPCC que controlen en cada etapa del

proceso la calidad higiénica del mismo.
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Figura Il.15. Evolucién del acido palmitico en aceites procedentes de almazara de granito y

de madera y envasados en PET y vidrio.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

% Promedio + SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra minuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de
almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

Por su parte, el 4cido estearico ha sido el segundo, en orden de importancia,
después del palmitico (Tabla 111.15 y Figura 111.16). A los 3 meses de
almacenamiento del aceite ha tenido valores de 1,15 + 0,35 a 1,6 + 0,47 % en
el grupo A, de 1,76 £+ 0,59 a 2,11 £ 0,66 % en el grupo By de 2,33 +0,52 a
291 + 0,89 % en el grupo C. El aumento del perfil de estearico puede ser

resultado de la hidrdlisis de los acidos grasos por microorganismos productores
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de lipasas, tales como mohos y levaduras tal y como ponen de manifiesto
Valladao et al. (2011) y Wang et al. (2011).

A los 6 meses de almacenamiento del aceite se han incrementado los valores
para este acido en los aceites estudiados y han sido de 1,74 + 0,42 a 2,21 *
0,43 % en el grupo A, de 2,16 = 0.89, de 2,93 £ 0,75 % en el grupo B y de 2,52
+ 1,01 a 3,42 = 0,81 % en el grupo C. Estos resultados estan de acuerdo con
los de estudios anteriores (Rufian-Henares, et al., 2005; Sun-Waterhouse et al.,
2011).

En relacion al material de envasado utilizado, los aceites envasados en cristal
no han mostrado diferencias significativas con los envasados en PET, en

relacion al acido estearico.

Considerando el tipo de almazara, los aceites del grupo A (a los 3 meses y los
6 meses) y los de grupo B a los 6 meses, envasados en PET y producidos en
almazara de granito han tenido valores en estearico mas reducidos que en los
aceites de los mismos grupos y envases y obtenidos en almazara de madera.
Mientras que los aceites envasados en cristal y producidos en almazara de
granito solo los del grupo C (alos 3 y a los 6 meses) que han mostrado valores
en estearico superiores a los mismos tipos de aceites producidos en almazara
de madera, con diferencia significativa. Los aceites con nivel elevado en &cido
esteérico, han recibido niveles importantes de lipasas degradantes de los
acidos grasos y causantes de la produccion de este acido graso. Hecho que es
relacionado, entonces con los manejos empleados durante los procesos de
extraccion del aceite en cada tipo de almazara. De nuevo, podemos intuir que
el manejo inadecuado existente en estas almazaras en cuanto a la falta de
PGH y de APPCC, conduce a un mayor crecimiento de microorganismos
productores de lipasas durante las etapas de extraccion del aceite que

favoreceria la hidrdlisis de los triglicéridos y la aparicién de acido estérico libre.
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Figura I11.15. Evolucion del acido palmitico en aceites procedentes de almazara de granito y

de madera y envasados en PET y vidrio.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

% Promedio + SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra minascula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de
almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

El resto de los &cidos grasos saturados estudiados: el margarico, el araquidico,
el behenico y lignocerico (Tabla 111.15), presentaron un ligero aumento con el
almacenamiento, sin diferencia significativa. Y juntos con el &cido palmitico y el
acido estearico formaron el perfil de los acidos saturados (AGS) (Tabla I11.14) y
presentaron a los 3 meses valores mas bajos en el grupo A (11,00 £ 1,02 a
13,87 £ 1,53 %), seqguidos de los del grupo B (13,59 + 1,27 a 15,48 £ 1,20 %)
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y por ultimo, los del grupo C (16,01 + 1,72 a 17,08 + 0,94 %), existiendo
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) entre los grupos Ay C, tanto
entre los aceites procedentes de almazara de granito como en los procedentes
de almazara de madera. Este porcentaje de acidos grasos saturados (AGS) ha
sido mas bajo en aceites de oliva de la misma variedad (Picholine marroqui)
producidos por procesos continuos, de 12,1 + 0,4 a 13,4 + 0,5 % (Haddam et
al., 2014).

A los 6 meses de almacenamiento del aceite se ha aumento el porcentaje de
los AGS, y ha sido de 13,21 £ 1,7 a 15,62 + 1,50 % en el grupo A, de 15,24 +
1,19a 17,42 + 0,98 % en el grupo By de 17,18 + 1,68 a 19,16 £ 0,79 % en el
grupo C, con diferencias significativas. El aumento del perfil de los acidos graos
saturados con el almacenamiento de aceite concordia con resultados de

estudios anteriores (Sun-Waterhouse et al., 2011).

Los aceites envasados en cristal han tenido una reduccion significativa en
acidos grasos saturados que los aceites en PET. El envasado en cristal,

entonces, protege los aceites contra la degradacion enzimatica.

Los aceites de los grupos Ay B (a los 3 y 6 meses) y los del grupo C a los 6
meses, en PET y producidos en almazara de granito han tenido valores mas
reducidos en &cidos grasos saturados que los aceites de los mismos grupos en
los mismos envases y obtenidos en almazaras de madera. Igual, los aceites del
grupo A, a los 3 meses y del grupo C a los 6 meses, envasados en cristal y
obtenidos en almazara de granito presentaron valores en AGS mas reducidos
gue los mismos aceites en el mismo envase y producidos en almazara de
madera, con diferencias significativas. La diferencia en los &cidos grasos
saturados entre las dos almazaras esta relacionada con los practicos usados
en cada almazara durante la extraccion del aceite. Los aceites con mas
porcentaje de acidos grasos saturados son los aceites que han tenido lipasas
importantes condiciendo al aumento de la cantidad de este tipo de acidos
grasos, es decir que han recibido un crecimiento importante de

microorganismos productores de este tipo de lipasas.
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En cuanto a la relacion acidos grasos insaturados / acidos grasos saturados
(AGI / AGS), los mayores valores se han obtenido en las muestras del grupo A
(Tabla 111.16), independientemente del tipo de almazara y del material de
envasado, existiendo diferencias estadisticas significativas entre los grupos A
y C (p < 0.05).
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Molinof Envase  Eejgif:I:3.[-] Relacion AGIAGS
muestra
3 meses & meses
Granito/ PET A 7.17+0.55 5,08+0.49
- dA
(n=78) B 5.00+0,53 5.3120,40
bC* ec”
c 5054076 4 5240 66
cE iD
Granito/ Vidrio A 8.07+0,75 6.56+0,62
ap”™ dB
(n=60) B 6,34+0,84 5,33+0.73
bD eC
c 5,23+1.53 4 824096
cE iD
Madera/ PET A 6,20+0,80 5,40+0.70
aA” ah
(n=386) B 5.46+0,32 4724025
bC* bC*
c 4 83+0.31 4 184020
cE cE
Madera/ Vidrio A 7.54+0 71 6,28+0 41
ap”™ dB
(n=36) B 6,14+0,74 5,55+0,40
bD eD
c 5,09+0,80 4.33+0.66
cF =

Tabla 1ll.16. Relacién acidos grasos insaturados / acidos grasos saturados en aceites de oliva obtenidos

en molino de aceite tradicional marroqui durante tiempo de almacenamiento (3 y 6) meses

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

 Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de acido graso, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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A los 6 meses de almacenamiento se ha reducido el ratio insaturados
saturados en todos los grupos, con diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos Ay C (p < 0.05). Resultados conformes con los encontrados

en estudios realizados por Sun-Waterhouse et al. (2011).

El aumento del contenido de los acidos grasos saturados y la reduccion de los
acidos grasos insaturados produce una disminuciéon en el valor de la relacion
AGI / AGS, al incrementarse la hidrélisis de los acidos grasos por lipasas
microbianas que existen en las aceitunas como en sus propios aceites, como
ya recogimos en apartados anteriores. Bacterias han sido indicadas en la
degradacion de acidos grasos insaturados (Svetlitshnyi et al., 1996; Pereira et
al., 2002; Zhang et al., 2004; Shigematsu et al., 2006), asi mismo, mohos
(Valladéo et al., 2011) y levaduras (Wang et al., 2011) han sido causantes de la
hidrolisis de los acidos grasos insaturados y de la reduccion de la relacion AGS
| AGS.

Por su parte, otros autores como Lalman y Bagley (2001) y Decker et al. (2008)
indicaron la formacion del acido palmitico como resultado de hidrdlisis del &cido

oleico.

Los aceites en cristal han mostrado valores de ratio insaturado saturados mas
elevado que los aceites en PET. El envasado en plastico favorece entonces la
alteracion del ratio insaturado saturado del aceite de oliva y como

consecuencia reduce la estabilidad oxidativa del aceite.

Los aceites de los grupos A (en cristal y en PET), obtenidos en almazara de
granito han mostrado valores en ratio insaturado saturado superiores a los de
los aceites del mismo grupo producidos en almazara de madera, con
diferencias significativas. Esta diferencia debe estar relacionada con los
manejos practicados durante la extraccion del aceite, los aceites con valores
reducidos de ratio insaturado saturado han recibido entonces mas enzimas
degradantes de los acidos grasos insaturados y aumentantes de los acidos
grasos saturados. Es decir que han tenido crecimiento mas importante de
microorganismos productores de estos tipos de enzimas o lipasas.

153



Resultados y discusion

En resumen, la degradacion de los acidos grasos del aceite de oliva y los
cambios en sus perfiles lipidicos pueden estar causados por lipasas producidas
por bacterias mesolifas y psicrotréficas, mohos y levaduras, que han sido
encontradas tanto en las aceitunas objeto de estudio como en sus
correspondientes aceites. Sin embargo, aunque el mecanismo de degradacion
de los acidos grasos todavia no esta claro (Sousa, 2006), los triglicéridos son
hidrolizados por lipasas dando lugar a un aumento de &cidos grasos libres de
cadena larga y glicerol. Y, después de un transporte pasivo o activo hacia la
célula (DiRusso et al., 1999) del microorganismo, estos acidos grasos seran
degradados por enzimas, conduciendo a la produccién de acetil-CoA, que sera
usado por el microorganismo para su metabolismo, respiracion y generacion de
energia) (Becker, 2010). La degradacion de los &cidos grasos insaturados y la
influencia sobre la relacibn AGI /AGS pueden causar cambios en las
propiedades fisicas de membranas del microorganismo y como consecuencia
alterarse sus funciones (Wang et al., 2011). Todos estos efectos pueden, a su
vez, ayudar mas a un aumento de peroxidacién toxica y auto-oxidacion de
productos (Desbois et al., 2010; Valladao et al., 2011).
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5. ESTUDIO DEL CONTENIDO EN POLIFENOLES TOTALES Y LA
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE OLIVA PRODUCIDO EN
ALMAZARAS TRADICIONALES EN MARRUECOS

5.1. MATERIAL Y METODOS

Contenido en fenoles totales y métodos de capacidad antioxidante

estudiados

El contenido en fenoles totales, expresado en ug &mdo gélico por g de

aceite y la capacidad antioxidante, determinada por los cuatro métodos: DPPH,
ABTS, FRAP y DMPD, y expresada en pM/g de aceite, se realizaron en
extractos de aceite en metanol al 80% y se determinaron por medidas

espectrofotométrica.

. APARATOS Y MATERIALES DE LABORATORIO

-Balanza analitica con precision de décimas de miligramo Mettler AE200
- Agitador Vibromatic Cleaver Scientific Ltd

- pH-metro Basic, 20 + CRISON

- Matraces aforados de 10, 25, 50 y 100 ml.

- Tubos de centrifuga de 50 ml de capacidad y con tapas

- Tubos desechables de 3y 5 ml

- Micropipetas de 5-10, 20 -200 pL; 100-1000 y 1000-5000 pL

-Pipetas graduadas de 10 ml.

-Pipetas Pasteur.

- Eppendorf ©

- Centrifuga Universal 320 llettich

-Espectrofotometro: Model Perkin EImer Lambda 25; UV/Vis Spectrometer
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Extraccidon en metanol al 80 %

La extraccion de los compuestos antioxidantes de las muestras de aceite se
realizdé en metanol. La concentracion de las soluciones metandlica es un factor
importante que ha motivado el estudio de los rendimientos de extraccion y ha
llevado a la conclusién de que los extractos al 80% optimizan esta operacion
respecto a los de 60 y 100%, con esta proporcion; metanol/ agua (80:20 v/v)

(Segura-Carretero et al., 2010).

En el aceite de oliva se recomienda dividir el volumen total de la mezcla en mas
de una etapa de extraccion, siendo suficientes 2 para obtener el mayor

rendimiento. (Montedoro et al., 1992, Samaniego, 2006).

Procedimiento

El procedimiento se baso en el recomendado por Montedoro et al. (1992) con

algunas modificaciones realizadas a la metodologia original.

En un tubo de centrifuga de 50 ml con tapa y protegido de la luz, han sido
diluidos 10 g aceite en metanol al 80% (1:1 p/v), la mezcla se agitd durante
60mn a 200 rpm y después se puso a centrifugar a 8000rpm durante 15mn, a
temperatura ambiente. El sobrenadante se recuperd con una pipeta Pasteur en
un matraz aforado de 25 ml protegido de la luz. El procedimiento de extraccion
y separacion se repitio dos veces. Finalmente, se combinaron las fracciones
recuperadas y el volumen se ajusto a 25 ml con metanol al 80%. Se
almacenaron alicuotas de 7 ml de los extractos metandlicos a bajo de 20°C

hasta el momento del andlisis.
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5.1.1. Determinacion del Contenido en Polifenoles Totales (IPT)

Patron de referencia: Acido Galico. Sigma (Madrid- Espafa)

Reactivos

Nombre Proveedor

Reactivo de Folin-Ciocalteau = Merck (Darmstadt, Alemania)

Carbonato Sédico Panreac (Barcelona, Espafia

Fundamento

El método se basa en el caracter reductor de los polifenoles. Se emplea como
reactivo una mezcla de acido fosfotiungstico (H3PWi1204) Yy acido
fosfomolibdico (H3PMo01,040) en medio basico, que se reduce al oxidar los
compuestos fendlicos, originando oOxidos azules de tungsteno (WgOz3) VY
molibdeno (MOgOy3). La absorbencia del color azul desarrollado es maxima en
torno a los 725 nm, proporcional a la concentracion total de polifenoles y se
expresa como indice de Folin- Ciocalteau. Se trata la muestra con el reactivo
de Folin-Ciocalteau en presencia de Na,COs. El contenido de fenoles totales se
medio en los extractos metandlicos de los aceites usando una modificacion del

meétodo de Folin-Ciocalteau propuesto por Singleton et al. (1999).

Preparacién de los reactivos

-Disolucion patréon: 17.6 mg de acido galico se disolvieron en 17.6 ml de agua
miliQ para obtener una soluciéon madre de 1g/I.
-Disolucién de carbonato sédico al 10 % (p/v): Se disolvieron 50 g de carbonato

sédico en 500 ml de agua en ebullicién, se enfrid a temperatura ambiente y se
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filtr6. Se prepard con antelacion para evitar que la turbidez interfiriera con la
lectura.

-Recta de calibrado: A partir de la solucion madre, de acido galico de 1g/l se
tomaron volimenes de 5, 10, 25 y 50 pl, que fueron depositados en matraces
aforados de 10 ml; en seguida, se diluyeron en 2.5 ml de agua bidistilada y se
afiadieron 0.5 ml de reactivo de Folin- Ciocalteau. La mezcla se dej6 reaccionar
en oscuridad durante 5 mn.

Finalmente se afadido 2 ml de solucién de carbonato de sodio al 10% y se
incubo a temperatura ambiente durante 90 mn en oscuridad antes de hacer la
lectura a 700 nm usando agua bidistilada como blanco. Las concentraciones
resultantes de las diluciones descritas fueron de 0, 0.5, 1, 2.5, y 5 pg/ml

respectivamente (Figura I11.17).
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IPT

y=0,1292% + 0,0338
R®=09976

o 2 4 &

microg/ g

Figura lll.17. Recta de calibrado del acido galico.

Medida del contenido de fenoles totales

Paralelamente a la preparacion de la curva patrén, se diluyd una alicuota del
extracto metabdlico (200 ul) en 10 ml de metanol, se mezclo el volumen del
extracto con 2.5 ml de agua bidistilada y se ha hecho reaccionar con 0.5 de
reactivo de Folin-Ciocalteau durante 5mn a temperatura ambiente y aislada de
la luz. En seguida, se agregaron 2 ml de carbonato de sodio al 10%; se ajusto
el volumen con agua bidistilada y se agit6 manualmente hasta conseguir la
homogeneidad. La muestra se incubd durante 90 min en la oscuridad a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion, se medio la
absorbencia a 700 nm usando agua bidistilada como blanco y acido galico

como estandar.

El contenido de fenoles totales fue reportado como microgramos de
equivalentes de acido galico por gramo de muestra de aceite (ug /g) que fue
calculado por interpolacion a partir de la curva estandar de acido galico (Figura
[11.17).
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5.1.2. Estudio de la capacidad antioxidante

Estandar de referencia: Trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromano-2-

carboxilico. (Aldrich, Alemania).

Reactivos

Nombre Proveedor

1,1difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) | Aldrich
Metanol para HPLC
Panreac
ABTS Sal diamonica del Acido 2,2°- | Sigma
azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) (ABTS)
Persulfato potasico Panreac
Etanol Panreac
FRAP TPTZ (2,4,6-tris (2-piridil)-S- | Fluka-
triazina) FRAP Sigma
HCL Panreac
Cloruro ferrico 6 idrato Panreac
Acetato di sodio anidro Panreac
DMPD DMPD Sigma
HCL Panreac
Cloruro ferrico 6 idrato Panreac
Acetato de sodio anidro Panreac

Expresién de los resultados

Los ensayos que evalian la capacidad antioxidante, y emplean el valor de
capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC) al expresar sus resultados
se basan en la habilidad de las moléculas antioxidantes para captar un radical
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(Pellegrini et al., 2003). En los métodos DPPH, ABTS, FRAP y DMPD la
capacidad antioxidante se expres6 como porcentaje de inhibicion y a partir de
este dato se calculé la TEAC, que se define como la concentracion de Trolox
que tiene la misma actividad antioxidante que una concentracion de 1 mM de la
sustancia a ensayar (Pellegrini et al., 1999; 2001). El Trolox es un analogo
hidrosoluble de la vitamina E, se usa como estandar antioxidante por ser
soluble en fases acuosas y organicas (Arnao et al., 2001a).

Para cada método, se determind la curva de calibrado, representando distintas
concentraciones de Trolox frente a las variaciones de absorbancia del radical

correspondiente.

El valor Trolox de los extractos de la muestra se calculd una vez que se
consiguio el estado de equilibrio en la reaccion de DPPH, ABTS, FRAP y
DMPD. Estableciendo en primer lugar, el porcentaje de inhibicion de la
absorbancia con la ecuacion (1a), aplicada a los métodos DPPH, ABTS y
DMPD vy la ecuacion (1b) correspondiente al método FRAP. El valor del
porcentaje de inhibicion se interpol6 en las curvas de calibracion respectivas
para obtener la cantidad de antioxidante (Trolox) que provoca una inhibicién
equivalente a la de la muestra problema. Con la ecuacion (2) se calcul6 la
capacidad antioxidante como TEAC; y enseguida la capacidad antioxidante

total de la muestra de aceite.
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Absi - Absr Abss— Absi

(1a) % Inhibicion =—— x 100 (1b) % Inhibicion = —  x 100
Absi Absr

(2) CA = Inhibicion x fd x 1000

En donde:

Inhibicion: Inhibicién de la oxidacién del radical (%).

Abs;; Absorbancia inicial del radical.
Abs;: Absorbancia final del radical.
CA: Capacidad antioxidante, TEAC en mmol

Trolox/l o puM/g de aceite.

El valor TEAC se expres6 en mmol Trolox/I (Figura lll. 18) y la capacidad
antioxidante total (CA) en uM Eq. Trolox/ g de aceite.

162



Material y métodos

Recta de calibrado de Trolox, método DPPH.

FRAP

y=6,4914x -0,0216
R®=0,0083

% de inhibicién

0 0.1 0.2 0.3 0.4
mM

Recta de calibrado de Trolox, método FRAP.

DPPH 120 - ABTS
100 - 100 4
a0 E
£90 1 S 80
o 1 =
E 60 + E 60 -
£ 30 | 2 40 -
230 - y=91,408x+ 1,5577 y=190,35x +7,2777
= 20 1 R*=10,9993 20 =(,9925
=10 . | | |
" 1' ) o 02 o4 06
mM mM

Recta de calibrado de Trolox, método ABTS.

DMPD

y=40208x+ 53689
*=0,9957

1 2 3
mM

Recta de calibrado de Trolox, método DMPD.

Figura I11.18. Curva de calibrado, representando distintas concentraciones de Trolox frente a

las variaciones de absorbancia del radical correspondiente.

-Método DPPH (1,1- difenil-2- picrilhidrazil)

Se evaluo la actividad antioxidante de las muestras, usando el radical DPPH
(1,1- difenil-2-picrilhidrazil) disuelto en solucion metandlica, segun el método
descrito por Brand-Williams et al. (1995), con algunas modificaciones. Se
evalu6 la actividad antioxidante total de muestra o patrén mediando la
disminucion de la absorbencia del radical a 515 nm. Esta reduccion es
proporcional a los compuestos antioxidantes que contienen la muestra o patron

empleado (Brand-Williams et al., 1995).
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- Método del ABTS (Acido 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

La actividad antioxidante de una sustancia se puede medir como la habilidad
de capturar el radical sintético ABTS™, compuesto cromo6foro, muy estable,
soluble en agua y con méaximo de absorcion a 734 nm. Se ha seguido el
meétodo descrito por Pellegrini et al., (1999). Se forma el radical en ausencia de
la muestra a analizar hasta obtener una absorbencia estable. Al afadir la
sustancia antioxidante la concentracion del radical disminuye y se puede medir

el descenso de absorbencia producido.

Se emplea un ensayo de “post- adiccion”; el radical se genera en ausencia de
la muestra a analizar hasta obtener una absorbancia estable, para evitar que
los componentes de la misma muestra puedan reaccionar con los reactivos, lo
que puede conllevar a una sobreestimacion en la capacidad antioxidante (Prior
et al., 2005).

-Método de FRAP (2,4,6-tripiridil-s-triazina)

El método de FRAP evalua la habilidad de antioxidante a reducir el complejo
Fe* - TPTZ a la forma Fe?" - TPTZ, de méxima absorcién a 593 nm. El
mecanismo reductor férrico del poder antioxidante (FRAP) se baso en la
transferencia de electrones en lugar de la transferencia de un atomo de
hidrogeno (Prior et al., 2005). La reaccion FRAP se realizo en medio acido; a
un pH de 3,6 para mantener la solubilidad del hierro, y reducir el potencial de
ionizacion que impulsa la transferencia de un &tomo de hidrégeno y aumenta el

potencial redox.

-Método DMPD (dihidrocloruro de 4-ammino-N,N-dimetil fenilenediamina)

El método DMPD Se ha seguido el método descrito por Fogliano et al. (1999).
El método se baso en la utilizacion del cromogeno dihidrocloruro 4-ammino-N,
N-dimetil fenilenediamina que presenta absorbancia espectrofotométrica en el
visible. En medio acido y en presencia de oxidante se forma el radical catidénico
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DMPD™, es estable, presenta un color rosa muy intenso y presenta un pico
maximo de absorbancia a 505 nm. La presencia de un antioxidante produce la
transferencia de un atomo de hidrogeno al radical lo que provoca una

decoloracion de la solucidn proporcional a la concentracion del antioxidante.
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5.2. RESULTADOS Y DISCUSION

El aceite de oliva es considerado un alimento altamente saludable, gracias a
sus acidos grasos insaturados (principalmente el acido oleico) y su fraccion del
insaponificable especialmente rica en compuestos con actividad antioxidante
(Franco et al., 2014; Mancebo-Campos et al., 2014), como tocoferoles,
carotenoides, escualeno y particularmente componentes fenolicos (Oliveras-
Lopez et al., 2014).

Por otro lado, los componentes fendlicos del aceite de oliva han mostrado
contribuir altamente a la estabilidad del aceite frente a las reacciones de
oxidacion o enranciamiento quimico, por lo que la determinacion de su cantidad
se ha considerado un parametro importante en la evaluacion de la calidad de

este alimento (Montedoro, 2002).

5.2.1. Contenido en Polifenoles Totales (IPT)

La cantidad total de polifenoles determinada en las muestras de aceite de oliva
de la variedad Picholine marroqui, procedentes de dos tipos de almazaras
tradicionales: almazara de madera y almazara de granito y envasados en
botellas de plastico (PET) y de vidrio ha sido recogida, en la Tabla 111.17 asi
como en la Figura 111.18.
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Almazaral Envase gEei.I.1.[] IPT (pgig)?
muetra
3 meses & meses
Granito/ PET A 100,42+38.79 | 75,03+33,32
aA* b G*
(n=78) B 78,37+22.15 | 56,17+22,68
cC* drI*
c 71,30425 50 | 48,70+21.67
= dK ™
Granito/ Vidrio A 136,55+30,39 | 118.50+35.00
aB dH
(n=60) B 110,81+30,08 | 98,18+30,29
bD bJ
c 92 71+24 37 | 79,87+27,83
cF cL
Maderal/ PET A 134,57+40,29 | 110,53+29.09
aA* dE*
(n=36) B 105,10+42.97 | 73,48+50,01
b B* bF*
c 66.05£17.41 | 43,23£18,42
cC¥ cG*
Madera/ Vidrio A 150,63+34,55 | 130,72+26.13
aA aE
(n=36) B 128,34+36,55 | 105,57+29,82
abB bF
c Q8,25+24 44 | 81,111+20,89
dD dH

Resultados y discusién

Tabla 11.17. Evolucién en el Contenido en Polifenoles Totales (IPT)g /g) de aceites de oliva
obtenidos en molino de aceite tradicional en Marruecos durante tiempo de almacenamiento (3 y

6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio = SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra mindscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el contenido en polifenoles totales del mismo tipo de envase y del mismo

tipo de almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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Los valores de la cantidad de fenoles totales de las muestras analizadas a los 3
meses de almacenamiento de aceite han sido mas altos en los aceites de
grupo A (aceites obtenidos de aceitunas que han sido almacenadas durante 7
dias), de 100,42 = 38,79 a 150,63 + 34,55 ug /g, seguidos de los valores de
aceite de grupo B (aceites obtenidos de aceitunas que han sido almacenadas
durante 15 dias), de 78,37 + 22,15 a 128,34 + 36,55 ug /g y los valores nds
bajos han sido indicados en las muestras de grupo C (aceites obtenidos de
aceitunas que han sido almacenadas durante 30dias), de 66,05 + 17,41, a
98,25 + 24,44 ug /g, con diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos Ay
C. Aceites de la misma variedad: Picholine marroqui, producidos por sistema
continuo, han tenido valores superiores en fenoles totales, de 313,0 £ 5,00 a
478,3 + 3,00 ug /g (Haddam et al., 2014) y en otros estudios, en una
clasificacion de 25 variedades del Banco de Germoplasma Mundial de Cérdoba
en funcion de su contenido en fenoles totales, los aceites de la misma variedad
han mostrado cantidad de 450 a 600 ug /g y se han considerado niveles altos
(Uceda et al., 2005).

Esta reduccion en el Contenido en Polifenoles Totales en los aceites
estudiados podria ser consecuencia de las reacciones de hidrolisis y oxidacion
qgue han tenido las aceitunas durante su almacenamiento; etapa durante lo cual
las aceitunas han sido almacenadas al aire libre. El largo tiempo de
almacenamiento de estos frutos y la exposicion prolongada al oxigeno y a la
luz; dos factores importantes que han sido indicados en degradacién excesiva
de los componentes fenolicos (Cicerale et al., 2011). Lo que puede explicar la
reduccion significativa (p < 0.05), en el contenido de polifenoles totales en los
aceites del grupo C, obtenidos de aceitunas que han sido almacenadas durante
mas tiempos. Por otro lado la extraccion de este tipo de aceite en las
almazaras tradicionales marroquis estudiadas, se realizaba lentamente, y es el
caso practicado en almazaras tradicionales en Marruecos, donde el tiempo de
obtencion del mismo (entre molturacién y prensado) puede durar alrededor de
12 horas, tiempo durante favorece aun més el contacto de la pasta de las
aceitunas con la luz, el O2 y las reacciones enzimaticas de hidrdlisis. Todos
estos factores, como han citado numerosos autores, entre ellos Garcia et al.
(2001), Servili et al. (2008) y Garcia-Rodriguez et al. (2011) pueden conducir al
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aumento de reacciones de 6xido- reduccién endogenas y exdgenas asi como al
aumento de radicales libres por la oxidacion de los &cidos grasos, que podrian
promover la aparicion de reacciones de oxidacion secundarias que llevarian a
una mayor oxidacion de la fraccion fendlica.

Igualmente, diferentes autores sefialaron degradaciones importantes de
polifenoles por bacteria (Ramos-Cormenzana et al., 1996; Lamia and Moktar,
2003; McNamara et al., 2008; Rodriguez et al., 2008a; Rodriguez et al., 2008b;
Landete et al., 2010), mohos (Fadil et al., 2003; Kapellakis et al., 2008) y
levaduras (Ciafardini and Zullo, 2002; Zullo et al., 2010).

En nuestro caso, tanto en las aceitunas como en los aceites estudiados, hemos
cuantificado (como ya vimos en el capitulo 111.2) una cantidad importante de
bacterias, mohos y levaduras capaces de haber podido llevar a cabo estas
reacciones enzimaticas de oxidacion que han provocado una reduccién

importante en el Contenido Fendlico Total de los aceites.

A los 6 meses de almacenamiento se ha reducido la cantidad de polifenoles
totales en todos los aceites, y ha sido de 75,03 + 33,32 a 130,72 + 26,13 ug /g
en el grupo A, de 56,17 £ 22,68 a 105,57 £ 29,82 pg /g en el grupo B y de
43,23 + 18,42 a 81,11 + 20,89 ug /g en el grupo C, la r@ducai sido

significativa entre los grupos Ay C (p < 0.05). Este cambio en el Contenido en

+

Fenoles Totales con almacenamiento se concordia con los resultados de varios
estudios (Rastrelli et al., 2002; Morello, 2004; Lavelli et al., 2006; Gomez-
Alonso et al, 2007; Baiano et al, 2009; Lerma-Garcia et al., 2009;
Stefanoudaki et al., 2010; Dabbou et al.,, 2011; Cicerale et al.,, 2011;

Samaniego-Sanchez et al., 2012; Ben-Hassine et al., 2013).

El material de envasado (Figura 111.18), también juega un papel importante a la
hora de prevenir frente a la oxidacion, en este caso promovida por el oxigeno y
la luz, ya que en los aceites envasados en vidrio, y en todos los casos, los

valores de IPT han sido superiores a los envasados en PET.
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Comparando entre los dos tipos de almazaras, los aceites de los grupos Ay B
procedentes de almazara de madera han tenido valores mas altos en fenoles
totales que los aceites de los mismos grupos obtenidos en almazara de granito.
Mientras que en los aceites del grupo A la cantidad de estos componentes ha
sido mas elevada en los aceites producidos en almazara de granito que en los
obtenidos en almazara de madera. Esta diferencia entre los aceites de las dos
almazaras depende entonces, de los manejos practicados en cada almazara;
es decir los aceites que han tenidos los fenoles mas reducidos han tenido mas
contacto con los factores alterantes de estos compuestos, como el O, la luz

y/o los microorganismos, durante la extraccion del aceite.
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Figura I11.18. Evolucién en el IPTug/g) en aceites de oliva obtenidos en molino de aceite

tradicional en Marruecos durante tiempo de almacenamiento (3 y 6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio + SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra minuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el contenido en polifenoles totales del mismo tipo de envase y del mismo
tipo de almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

5.2.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante total determinada por los cuatro métodos; DPPH, ABTS,
FRAP y DMPD en las muestras de aceite de oliva de la variedad Picholine marroqui,
procedentes de dos tipos de almazaras tradicionales: almazara de madera y almazara
de granito y envasados en botellas de plastico (PET) y de vidrio ha sido recogida en la
Tabla 111.18.
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Almazara/ Gruposde | pPPH (microMig)? ABTS (microMig)?
Envase muetra
- meses & meses |3 meses & meses
Granito/ PET [ 0,36+0,26 | 0,23+0,15 | 0,71£0.37 | 0.23+0,09
aA* b G* aA b D*
(n=78) B 0,21+0,11 | 0,14+0,07 | 0.42+0,06 | 0.18+0,02
cC* dr* cB dF*
c 0,16+0,10 | 0,134¢0,17 | 0,41£0.21 | 0.17+0,06
cE" dK* cC* dH
Granito/ Vidrio [ 0,89+0,30 | 0,73+0,29 | 0,74+0,25 | 0.33+0,15
abB aH ah dE*
(n=60) B 0,58+0.30 | 0,47+0,32 | 0,52+£0,21 | 0,25+0,08
bD bJ bcB dG
c 0,47+0,23 | 0,304¢0,13 | 0,42+0,19 | 0.21+0,06
bF cL cC eH
Madera/ PET [} 0,73+0,26 | 0,43£0,21 | 0,48£0,25 | 0,35+0,14
aA* dE* aA dD*
(n=386) B 0.52+0,25 | 0,30+0,09 | 0.35¢012 | 0.26+0,08
b B* bF* bB debE"
c 0,32+0,13 | 0,.23+0,06 | 0,23+0,07 | 0.18+0,034
cC* cG* cC* eF
Madera/ Vidrio [} 0,89+0,31 | 0,60+0,26 | 0,56+0.25 | 0.44+0.15
aA dE aA aD*
(n=36) B 0,71+0,37 | 0.47+0,29 | 0,49+0.17 | 0.34+0.19
abB efF aB cakE
c 0,51+0,20 | 0,3840,18 | 0,30£0,11 | 0.22+0,05
bD b H dc dG

Tabla [11.18. Evolucion de la Capacidad Antioxidante total de aceites de oliva obtenidos en

molino de aceite tradicional en Marruecos durante tiempo de almacenamiento (3 y 6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio + SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra mindscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de variable, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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LUEEC LRSIV LY Grupos de | FRAP (microM/g)? DMPD (microMig)?@
muetra
3 meseas & meseas 3 meses & meseas
Granito/ PET A 11.56+6,82 | 5,45£3,14 | 11,18£3.13| 7.61+4.00
ah bD ahA bE
(n=78) B 11.28+5354 | 4,452 29| 0.88+¢0.41 | 0.57+0.63
abB cF* cB* da”*
c 11,18+6.54 | 420+2 48| 0,43:0,23 | 0,510,553
a C"' cH C D* dl
Granito/ Vidrio A 11,952 38 | 6,84+1,48 | 12.644555| 8.56+3.71
ah b E* ah cF
(n=60) B 11.45+1,08 | 5,07¢1,07| 1,070,390 | 0,82+0.45
aB cG* bC dH
c 11.22+1,59 | 4,90¢1,44 | 0,75¢0.30 | 0.65+0,24
ac* cl* bD dJ
Madera/ PET A 10,75+1.06 | 4,30+1,19| 10.31£3.33| 7,28+3 66
ah cA aA cD
(n=386) B 9.45+1,27 | 3,03+0,79| 1,06+0,58 | 0,76+0,48
bC dB* b B* b E*
c 801+1.30 | 2,00£005| 0,68¢0.05 | 0.51+0.26
h E* dc hc* bF
Madera/ Vidrio A 11.64£0,07 | 4,42£1,06 | 10,74£1,25| 8,86+2.07
aB c AF ah bD
(n=386) B 10.21+1,55 | 3,44+0,84 | 1,13£0.59 | 0,79+0.47
bD dB* cB cE
c 0.80+088 | 310+082| 072027 | 0.56+0.22
hE* dc* cC cF

Tabla I11.18. (Continuacién) Evolucién de la Capacidad Antioxidante total de aceites de oliva
obtenidos en molino de aceite tradicional en Marruecos durante tiempo de almacenamiento (3 y

6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio = SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de variable, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayulscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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La Capacidad Antioxidante de aceite es un parametro importante que
determina su calidad y su valor nutricional (Christodouleas et al., 2015). En el
aceite de oliva el efecto antioxidante es atribuido a sus componentes
minoritarios (la llamada “fraccion del insaponificable”). La concentracion y
composicién de estos compuestos puede atacar a los radicales libres y actuar
reduciendo o inhibiendo la propagacion de la oxidacién lipidica (Bendini et al.,
2007; Franco et al., 2014).

IPT3 DPPH |ABTS |FRAP |DMPFD

0.6067° |0,1699T | 0,07397 | 0.2340"
0,0000° | 0,00057 | 0,1307° | 0,00007
0.6067° 02961 | 02177 | 0,3822°
0,0000P 0,00007 | 0,0000° | 0,0000F
=3 016997 | 0.2961° 053917 | 0,4640°
0,0005° | 0,00007 0,0000" | 0,0000°7
ST 007307 |02177° | 05391 021947
0.13077 | 0,0000" | 0,00007 0,0000P
023407 | 038227 | 046407 | 021947
0,00007 | 0,0000% |0,00007 |0,00007

Tabla 111.19. Correlaciones de IPT y capacidad antioxidante mostrados en muestras de aceite

de oliva estudiadas. r: Correlacion; p < 0.05: diferencia significativa.

-DPPH

El método DPPH ha sido usado ampliamente por una gran variedad de autores
para dar una estimacion general de capacidad antioxidante aceitunas
(Fernandez-Orozco et al., 2011; Hassanzadeh et al., 2014), y en aceites de
oliva (Nakbi et al., 2010; Franco et al., 2014; Kalogeropoulos et al., 2014;
Mancebo-Campos et al., 2014; Christodouleas et al., 2015; Koidis and Boskou,
2015).

La capacidad antioxidante medida por el método DPPH, a los 3 meses de
almacenamiento del aceite (Tabla 111.18 y Figura 111.19) presento valores mas
altos en los aceites de grupo A, de 0,36 = 0,26 a 0,89 = 0,31 uM/g, seguidos
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de los valores de aceites de grupo B, de 0,21 +£ 0,11 a 0,71 £ 0,37 uM/g vy los
valores mas reducidos han sido indicados en los aceites de grupo C, de 0,16 +
0,10 a 0,51 + 0,20 yM/g, con diferencia significativa entre los grupos Ay C (p <
0.05).

La contribucion de los fenoles del aceite de oliva al efecto antioxidante es un
hecho ampliamente estudiado y conocido. Lo que explica la relacion lineal
positiva y significativa (r = 0,61) entre el contenido de fenoles totales (IPT),
determinado por el método de Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante
obtenida por el ensayo DPPH, examinando el coeficiente de correlacion de
Pearson (Tabla 111.19).

La reduccion en la Capacidad Antioxidante (CA) mostrada por los aceites del
grupo C podria estar relacionada con una mayor hidrolisis de fenoles
glucosidicos por enzimas (-glucosidasas, que son enzimas con origen tanto
endogeno, existentes en las aceitunas (Botia et al., 2001) como exdgeno, de
microorganismos: bacterias y levaduras (Ciafardini et al., 1994; Marsilio et al.,
1996; Marsilio and Lanza, 1998; Ciafardini and Zullo, 2000; Ciafardini and Zullo,
2002; Landete et al,, 2010). Durante su almacenamiento, las aceitunas
(almacenadas a la intemperie y en sacos de 50 Kg) han sido expuestas a sufrir
un mayor dafio mecanico por compresion y un crecimiento importante de
microorganismos, lo que favoreceria el ataque de las [ -glucosidasas hacia
fenoles, como el hidroxitirosol y la oleuropeina, por los cuales tienen una gran
afinidad (Romero-Segura et al., 2009). Estos fenoles juegan un papel muy
importante en la composicion del perfil fenolico del aceite de oliva y por tanto
en su CA, y son importantes inhibidores de la peroxidacion lipidica
(Kalogeropoulos et al., 2014).

En aceites a granel, componentes menores pueden actuar como antioxidantes
mientras que otros pueden ser pro oxidantes (Choe, 2008). Es lo que sucede
con los tocoferoles, naturales antioxidantes en aceite de oliva particularmente
el alfa-tocoferol, que puede formar radical tocoferol, perdiendo su potencial

antioxidante y actuando como pro-oxidante, aumentando el efecto de oxidacion
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y participando en reacciones de propagacion de oxidaciéon por abstraccion de
hidrogeno, en forma de hidroperdxido (Mancebo-Campos et al., 2014).

Ademas de radicales libres que son los principales oxidantes de los fenoles en
productos de vegetales, existen enzimas de actividad oxido-reductasa tales
como polifenol peroxidasa (PX) y oxidasa (PO) (Garcia-Rodriguez et al., 2011),
que se consideran enzimas relacionadas con la oxidacion de fenoles, tanto en
procesos fisiologicos asociados con la madurez del fruto como en cualquier
forma de manipulacién que implica el dafio o la fractura del tejido del fruto
(Pourcel et al., 2006).

La auto-oxidacion de fenoles causada por el dafio de tejido del fruto mas la
exposicion prolonga al oxigeno y la oxidacion de los acidos grasos aumentan la
formacién de H,O,, que puede ser usado por enzimas como la peroxidasa (PX)
para realzar la oxidacién de compuestos fenolicos (Takahama and Oniki 2000).
Las actividades de PX y PO demostradas en etapas de maduracion, son
capaces de oxidar tanto principales compuestos fendlicos encontrado en el
fruto del olivo, como compuestos fendlicos que surgen durante el proceso de
obtener el aceite, sobre todo aquellos derivados de hidroxitirosol (Garcia-
Rodriguez et al., 2011).

A los 6 meses se ha reducido la capacidad antioxidante determinada por el
método DPPH en todos los grupos de aceite, con diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) entre los grupos A y C. Este cambio con
almacenamiento, de la capacidad antioxidante determinada por el ensayo
DPPH en aceite de oliva ha sido indicado por varios autores (Mancebo-Campos
et al., 2014, Koidis and Boskou, 2015).

En los aceites envasados en cristal (Figura 111.19), la capacidad antioxidante
determinada por el método DPPH ha tenido valores mas superiores que en los
aceites en PET. El tipo de envase influye en la capacidad antioxidante

determinada por este método y por ello, el envasado de aceite de oliva en
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cristal protege sus componentes antioxidantes, capaces de reducir o eliminar el

radical DPPH"mas que el envasado en plastico.

El tipo de almazara no ha tenido influencia importante en la capacidad
antioxidante determinada por el método DPPH, aunque los aceites envasados
en PET y producidos en almazara de granito han mostrado valores de
capacidad antioxidante inferiores (p < 0.05) a los aceites de mismos grupos
procedentes de almazara de madera. Esta diferencia entre los aceites de las
dos almazaras estan mas bien relacionadas con diferentes manejos

operacionales realizados durante la extraccion del aceite en cada almazara.
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Figura 111.19. Evolucién en la capacidad antioxidante determinada por el método DPPH de
aceites de oliva obtenidos en molino de aceite tradicional en Marruecos durante tiempo de

almacenamiento (3 y 6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio = SD de tres réplicas.
-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de variable, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de

almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayulscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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-ABTS

En relacion al método ABTS, éste ha sido usado en diferentes trabajos para
determinar la capacidad antioxidante en aceite de oliva (Nakbi et al., 2010;
Samaniego-Sanchez et al., 2012; Anwar et al.,, 2013, Koidis and Boskou,
2015).

El radical cationico ABTS™ es soluble tanto en solventes acuosos como en
organicos, con este método se puede medir la actividad de compuestos de
naturaleza hidrofilica y lipofilica, y puede ser neutralizado por reduccion directa
a través de la transferencia de electrones o por eliminacién radical a través de
la transferencia de un atomo de hidrégeno (Cerretani and Bendini, 2010). Este
metodo es uno de los mas aplicados, al considerarse un método de elevada
sensibilidad, practico, rapido y muy estable pero tiene un inconveniente y es
gue en las reacciones con componentes donantes de atomo de hidrogeno, el
radical ABTS™ puede ser reducido por componentes con grupos-OH que no
contribuyen significativamente al efecto antioxidante (Cerretani and Bendini,
2010).

Los valores de la capacidad antioxidante determinada por el ensayo ABTS
(Tabla 111.18 y Figura 111.20) a los 3 meses han sido mas altos en los aceites de
grupo A, de 0,48 £ 0,25 a 0,74 + 0,25 pM/ g, seguidos por los valores de
aceites de grupo B, de 0,35 £+ 0,12 a 0,52 £ 0,21 yM/ g, y los &s reducidos

han sido mostrados en los aceites de grupo C, de 0,23 + 0,07 a 0,42 + 0,19 pM/

g, con diferencia significativa entre los aceites de grupos Ay C.

La correlacion positiva y significativa (r = 0,17) entre la cantidad de fenoles
totales y el método ABTS (Tabla 111.19) muestra que compuestos antioxidantes
fenolicos han participado en la reduccion del radical ABTS™. Sin embargo, los
valores encontrados por este método no se consideran resultantes por
completo del efecto de los componentes antioxidantes, dado que el ABTS™
puede reaccionar con componentes con grupos hidroxilo que no contribuyen

significativamente al efecto antioxidante (Cerretani and Bendini, 2010).
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No obstante, el método ABTS correlaciona positivamente y significativamente
con el método DPPH, con valores de r = 0,29. De hecho, los menores valores
encontrados en la CA por el método ABTS, sobre todo en los aceites del grupo
C, (procedentes de aceitunas con mas tiempo de almacenamiento ,30 dias),
podria deberse a que los componentes antioxidantes capaces de reducir el
radical ABTS™ han sufrido una fuerte degradacion con el avance del tiempo de

almacenamiento de las aceitunas.

A los 6 meses de almacenamiento, los valores de ABTS se han encontrado
mas reducido en todos los grupos de aceite con diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) entre los grupos A y C. La reduccién de la capacidad
antioxidante determinada por el método ABTS con almacenamiento de aceite

de oliva concordia con los encontrados por Samaniego-Sanchez et al. (2012).

Los aceites en PET han mostrado valores de ABTS mas reducidos que en
cristal. El envasado en cristal protege los componentes antioxidantes

responsables de depuracion del radical ABTS mas que el envasado en plastico.

Considerando el tipo de almazara, los aceites de grupo C envasados en PET y
producidos en almazara de granito presentaron a los 3 meses valores en ABTS
mas superiores que los mismos aceites obtenidos en almazara de madera,
mientras que en los aceites de grupos A y B, a los 6 meses y precedentes de
almazara de granito los valores de ABTS se han encontrado mas reducidos
que los valores de los mismos aceites obtenidos en almazara de madera. La
diferencia entre los valores de ABTS de aceites producidos en las dos
almazaras depende de las manipulaciones o manejo practicados durante la

extraccion del aceite en cada almazara.
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Figura 111.20. Evolucién en la capacidad antioxidante determinada por el método ABTS (micro
M/g) de aceites de oliva obtenidos en molino de aceite tradicional en Marruecos durante tiempo

de almacenamiento (3 y 6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio + SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de variable, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de
almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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-FRAP

Por su parte, el método FRAP (Figura Ill.21) también ha sido empleo para
medir la actividad antioxidante a nivel de aceite de oliva (Ozgen et al., 2006;
Kalogeropoulos et al., 2014). La reaccidon FRAP se realiza a pH acido de 3,6
para mantener la solubilidad del hierro, por lo que la reaccion a un pH bajo se
reduce el potencial de ionizacion que impulsa la transferencia de un atomo de
hidrogeno y aumenta el potencial redox, que es el mecanismo de reaccion
dominante. EI FRAP reacciona con muestras lipofilicas como hidrofilicas.
Durante estas reacciones se reduce el complejo de hierro Fe** al complejo de
Fe?*, y se mede la absorbancia de complejo coloreado con Fe?*. El FRAP no
puede detectar componentes que actuan con radicales por transferencia de

hidrogeno (Cerretani and Bendini, 2010).

Por el método FRAP, los mayores valores de CA se han encontrado en las
muestras del grupo A y los menores valores en las muestras del grupo C, sin
que existan sin embargo diferencias estadisticas significativas entre estos
grupos. Esto puede indicar que la disminuciébn de los componentes
antioxidantes capaces de reducir el Fe** ha tenido lugar durante el

almacenamiento de las aceitunas.

A los 6 meses de almacenamiento de los aceites, se han reducido los valores
de FRAP siendo de 4,30 + 1,19 a 6,84 + 1,48 uM/ g en los aceites del grupo A;
3,03 £0,79 a 5,07 £ 1,07 uM/ g en los aceites del grupo B, y 2,90 + 0,95 a 4,90
+ 1,44 pM/ g en los aceites del grupo C. @&staharedicri

estadisticamente significativa entre los 3 y los 6 meses de almacenamiento, lo
gque demuestra que las reacciones de reduccion de los componentes
antioxidantes han sido mas fuertes después del proceso de extraccion del

aceite.

La correlacién de Pearson entre el método FRAP vy la cantidad total de fenoles
(IPT) (r = 0,07) (Tabla 111.19), ha sido positiva y no significativa, indica que los
fenoles presentes en estos aceites no han tenido efectos significativos en la
reduccién del Fe*". Esto puede explicar la fuerte reduccién en los aceites, de
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los fenoles antioxidantes capaces de transmitir electrones para la reduccion del
Fe**, ya que durante los procesos de extraccion de estos aceites, no se
practicO por parte de ninguna de las almazaras, la etapa de limpieza ni de
lavado de las aceitunas a fin de eliminar restos de tierras y otros agentes

contaminantes con trazas de metales.

Los aceites han sido separados después de una simple decantacion y sin
filtracion, hecho que conduce a almacenamiento de agua de vegetacion con el
aceite (Ciafardini and Zullo, 2002) y la formacion de emulsiones de agua-aceite,
donde se concentran los hidroperéxidos de lipidos por aumento de los acidos
grasos libres (Waraho et al., 2011). Estas emulsiones igualmente, atraen los
metales de transicidon que promueven la oxidacion (Waraho et al., 2009) y que
pueden causar la formacion de radicales libres y oxidacion de los lipidos
(Gllgin et al., 2010).

La correlacion positiva y significativa entre el FRAP y los dos métodos: DPPH y
ABTS con valores r = 0,22 y r = 0,54, respectivamente, muestra que
mecanismos de reduccién de Fe** como de los radicales DPPH" y ABTS™
han sido parecidos, tal vez con mas tendencia con el método ABTS, donde la

correlacion ha sido méas importante (r = 0,54).

En cuanto al sistema de envasado, los aceites en cristal han tenido valores en
FRAP ligeramente superiores a los aceites en PET, sin diferencias
estadisticamente significativas (p > 0.05), por tanto el envasado en cristal
conserva mejor los compuestos antioxidantes capaces de reducir el Fe** a Fe?*

gue el envasado en PET.

Comparando entre las dos almazaras, los aceites de grupo C (en cristal y en
PET) a los 3 meses y los aceites de grupo B en PET a los 6 meses y los
aceites de grupos A, By C en cristal y a los 6 meses, y producidos en
almazara de granito han tenido valores en FRAP mas superiores que los
mismos aceites produciros en almazara de madera. Esta diferencia entre los
aceites esta relacionada sobre todo con los manejos aplicados durante la
extraccion del aceite en cada almazara. Los aceites de grupos con valores mas
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reducidos de FRAP indican que, durante su extraccion, la pasta de aceitunas
ha sido méas tiempo en contacto con factores alterantes de los componentes

antioxidantes, responsables de la reduccién de Fe®*" a Fe**.

mA

microlfg

mC

Granite Wood

Figura 111.21. Evolucién en la capacidad antioxidante determinada por el método FRAP (micro
M/g) de aceites de oliva obtenidos en molino de aceite tradicional en Marruecos durante tiempo

de almacenamiento (3 y 6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio + SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra minuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de variable, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de
almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.
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-DMPD

Por su parte el método DMPD ha sido aplicado para determinar la capacidad
antioxidante en aceite de oliva (El haouhay et al., 2014).

El ensayo DMPD solo reacciona con muestras disueltas en medio acuoso. La
presencia de un antioxidante produce la transferencia de un &tomo de
hidrogeno al radical catibnico DMPD™, lo que provoca una decoloracion de la

solucion proporcional a la concentracion del antioxidante.

Los valores de la capacidad antioxidante determinada por el método DMPD a
los 3 meses (Tabla 111.18 y Figura 111.22), han sido mas elevados en los aceites
de grupo A y los mas bajos han sido encontrados en los aceites de grupo C,

con diferencia significativa entre ambos grupos (p < 0.05).

La relacion lineal entre el método DMPD vy el contenido de fenoles totales ha
sido positiva y significativa (r =.0,23) (Tabla 111.19), lo que explica la existencia
de compuestos fenodlicos entre los componentes antioxidantes que han
causado la captacion del radical catibnico DMPD™ transmitiéndole atomos de
hidrogeno.

La capacidad de transferencia de atomo de hidrogeno para la captacion del
radical DMPD™ ha sido atribuida a compuestos antioxidantes como la
Oleuropeina y el hidroxitirosol (Briante et al., 2004). La fuerte reduccion de la
capacidad encontrada por el método DMPD en los aceite de los grupos By C,
informaria sobre la fuerte degradacion de dichos componentes antioxidantes
durante el proceso de almacenamiento de las aceitunas, que puede verse
favorecida por efecto de la luz y del oxigeno, factores muy importantes en la
alteracion de los fenoles antioxidantes (Lerma-Garcia et al., 2009; Cicerale et
al., 2011). También podrias ser resultante de reacciones enzimaticas, de origen
enddégeno (por enzimas propias de las aceitunas) o de origen exdgeno
producido por microorganismos (Botia et al., 2001; Ciafardini and Zullo, 2002;
Landete et al., 2010).
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A los 6 meses de almacenamiento se han reducido los valores de DMPD en
todos los grupos y han sido de 7,28 £ 3,66 a, 8,86 £ 2,07 uM/ g en el grupo A,
de 0,57 £ 0,63 a 0,82 + 0,45 uM/ g en el grupo By de 0,51 + 0,53 a 0,65 *
0,24 uM/ g en el grupo C, mostrandose una fuerte degradacion de los

componentes antioxidantes con almacenamiento.

Los aceites en botellas de cristal han tenido valores de DMPD superiores a los
de los aceites contenidos en botellas PET. Como en todos los casos anteriores,
el envasado en vidrio protege mas al aceite contra el deterioro de sus

componentes antioxidantes capaces de reducir el efecto del radical DMPD™.

Considerando el tipo de almazara, los aceites en PET del grupo B (alos 3y a
los 6 meses) y los del grupo C, a los 3 meses, y producidos en almazara de
granito mostraron valores en DMPD inferiores a los mismos tipos de aceites
obtenidos en almazara de madera. La diferencia entre los aceites de las dos
almazaras depende de los manejos empleados durante la extraccion de aceite.
Los aceites con valores reducidos en DMPD muestran que han sido mas
tiempos expuestos a los fendémenos de reduccibn de componentes
antioxidantes capaces de reducir o eliminar el efecto del radical DMPD™

transmitiéndole atomos de hidrogeno.
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Figura Il1.22. Evolucion en la capacidad antioxidante determinada por el método DMPD (micro
M/g) de aceites de oliva obtenidos en molino de aceite tradicional en Marruecos durante tiempo

de almacenamiento (3 y 6) meses.

Nota: A (Aceites de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 7 dias), B (Aceite de
oliva obtenido de las aceitunas almacenadas durante 15 dias) y C (Aceite de oliva obtenido de
las aceitunas almacenadas durante 30 dias).

a Promedio = SD de tres réplicas.

-Promedios seguidos de la misma letra minUscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre el mismo tipo de variable, del mismo tipo de envase y del mismo tipo de
almazara.

-Promedios seguidos de la misma letra mayuscula no difieren significativamente (p > 0,05),
comparando entre los dos tipos de envases del mismo tipo de almazara.

-Promedios seguidos del mismo simbolo: * difieren significativamente (p < 0,05), comparando
entre los mismos envases de los dos tipos de almazaras.

La correlacion entre DMPD vy los otros 3 métodos ha sido positiva y significativa
entre DMPD y DPPH (r = 0,38); entre DMPD y FRAP (r = 0,21) y entre DMPD y
ABTS(r = 0,46). La mas alta correlacion entre DMPD y ABTS puede ser
explicada por el hecho que estos dos métodos se fundamentan en la formacién
de radicales catidnicos, que para ser captados dependen de antioxidantes
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donadores de atomos de hidrogeno. Y el método ABTS puede ser solubilizado
en medio acuoso como es el caso de DMPD. Entonces antioxidantes con
mecanismos parecidos puedan actuar para captar los dos tipos de radicales,
ABTS™ y DMPD™,

No obstante, los valores reducidos de coeficiente de correlacion entre los
cuatro métodos indican que dichos ensayos utilizados independientemente
como métodos analiticos para determinar la capacidad antioxidante total, no
dan una gran estimacion sobre la CA a nivel de este tipo de aceite. Efecto que,
ademas de los posibles interacciones antagonistas o0 sinergistas entre
compuestos antioxidantes y otros metabolitos que pueden afectar la actividad
antioxidante (Odabasoglu et al., 2005; Zenil Lugo et al., 2014), este tipo de
aceite ha sido producido sin ningun control y donde las aceitunas estaban
expuestas a un gran numero de factores prooxidantes, ya que de acuerdo a
ciertos autores (Kuskoski et al., 2005), la capacidad antioxidante no solo
depende de la concentracion y la calidad antioxidante, sino también de su

interaccion con otros componentes y la metodologia aplicada.

En resumen, los andlisis realizados mostraron una reduccion significativa del
IPT y de la capacidad antioxidante total de los aceites estudiados en todos los
grupos y a medida que aumentaba el periodo de almacenamiento de dichos
aceites, siendo mas acusado en los aceites envasados en PET y sin
diferencias estadisticas significativas entre los dos tipos de almazara. Esto
explica la degradacion de los compuestos antioxidantes entre ellos los fenoles,
enfrentandose a los efectos oxidativos, reflejados en el aumento del indice de
peroxidos y en la absorbancia en el Ultravioleta (K270 y K232). El
almacenamiento de las aceitunas y la extraccion de su aceite en condiciones
incontroladas llevan a la alteracibn de sus componentes antioxidantes,
conduciendo al deterioro de su calidad y a la reduccion de sus beneficios
saludables. Hechos, que pueden también potenciar efectos negativos en la

salud tras su consumo.
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6. DETERMINACION ESTADISTICA DE LOS VARIABLES ESTUDIADOS

Se han analizado los resultados de los diferentes variables estudiados: el grado
de acidez, el indice de peroxidos, la absorbencia en el Ultravioleta; K270 y
K232, el perfil de los acidos grasos, la cantidad de polifenoles totales (IPT) y la
capacidad antioxidante, determinando Componentes Principales (PC),
construyendo funciones Discriminantes (DA) y agrupando variables en

Conglomerados (CA).

En el caso del perfil de los acidos grasos hemos interesado solo a los que han
tenido cambios significativos durante los tiempos de almacenamientos

estudiados: el oleico, el palmitico y el esteéarico.

e Componentes Principales (PC)

El procedimiento de Componentes Principales (Principal Components: PC) se
ha determinado para extraer un numero reducido de componentes principales
de un conjunto de variables cuantitativas. Los componentes principales se
definen como el conjunto de combinaciones lineales ortogonales de variables
que tienen la maxima varianza (Orr and Scherf, 2002; Van der Werf et al.,
2005).

La clasificacién obtenida de las variables estudiadas viene recogida en la figura
11.23.
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Plot of Component Weights
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Figura I11.23. Principales componentes de los variables estudiados.

La combinacion linear que hemos podido destacar de los analisis de PCA ha
sido indicada en la siguiente ecuacion:

0,323016*Acidity + 0,240845*Peroxides index + 0,143195*K270 +
0,236849*K232 + 0,262908*Palmitic + 0,255797*Stearic - 0,241289*Oleic -
0,351586*IPT - 0,225423*DPPH - 0,416269*ABTS - 0,46965*DMPD.

El andlisis de los valores de esta ecuacion nos ha llevado a clasificar las
variables en dos grandes partes: la primera parte con un impacto de
variabilidad mas alto, formada por el grado de acidez, porcentaje de acido
palmitico, y estearico, indice de peroxidos, K232 y de K270, y la segunda parte
formada por el porcentaje del acido oleico, indice de polifenoles totales y
analisis de la capacidad antioxidante.

Las variables de la primera parte son relacionadas con el aumento de los
elementos formados como consecuencia de las reacciones de hidrolisis de los
triglicéridos (acidez), del aumento del perfil de los &cidos grasos saturados
(palmitico y estearico), de oxidacion y de auto-oxidacion (indice de peroxidos,
K232 y K 270). El grado de acidez, el palmitico y el estearico han mostrado los

valores con mas impacto. En efecto, estas tres variables dependen
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directamente de la presencia de enzimas producidas por microorganismos

(bacterias mesdfilas y psicrotroficas, mohos y levaduras).

El &acido oleico, degradado enziméaticamente, aunque su cambio ha sido
significativo con el tiempo del almacenamiento, su variabilidad ha tenido
menos impacto, efecto que podria ser explicado por el hecho de que este acido
con un porcentaje mas importante dentro del perfil lipidico de los aceites, la
reduccion que ha tenido aunque significativa no ha influido tanto a nivel del

impacto de la variabilidad.

e Analisis Discriminante (DA)

El procedimiento de Andlisis Discriminante (DA: Discriminant Analysis) ha sido
realizado para ayudar a distinguir entre dos 0 mas grupos de datos basados en
un conjunto de variables cuantitativas observadas. Esto se ha hecho
construyendo funciones discriminantes que son combinaciones lineales de las
variables. El objetivo de tal analisis ha sido para describir los casos observados
matematicamente de una manera a fin de separarlos en grupos tan bien como

sea posible.

Las 2 funciones discriminantes (Figura I11.24) con valores-P menores que 0,05

son estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95,0%.
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Plot of Discriminant Functions
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Figura 111.24. Funciones discriminantes de los variables estudiados.

La primera funcion ha separado completamente el grupo A de los otros grupos
B y C. La segunda funcion discriminante podria ayudar un poco a separar los
dos grupos B y C. Segun las variables estudiadas, los aceites obtenidos de
aceitunas almacenadas durante menos tiempo (7 dias, Grupo A) han sido
significativamente separados de los aceites obtenidos de aceitunas con mas
tiempo de almacenamiento (15 y 30 dias, Grupos B y C respectivamente). Los
componentes de los aceites obtenidos de aceitunas almacenadas durante un

largo tiempo (mas de 7 dias) se encontraron altamente alterados.

Claramente, el almacenamiento prolongado de las aceitunas ha tenido un

significante e importante influencia en la calidad de su propio aceite.
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e Andlisis de Conglomerados

El procedimiento Andlisis de Conglomerados (Cluster Analysis: CA) se
determind para agrupar observaciones o variables en conglomerados basados

en apariciones entre ellos.

Los n = 24 aceites estudiados: GPETA3, GPETB3, GPETC3, WPETAS,
WPETB3, WPETCS3, GGlassA3, GGlassB3, GGlassC3, WGlassA3, WGlassB3,
WGlassC3, GPETA6, GPETB6, GPETC6, WPETA6, WPETB6, WPETCS,
GGlassA6, GGlassB6, GGlassC6, WGlassA6, WGlassB6 y GlassC6, se

diferencian segun:

. el tipo de almazara: Granito (G) y Madera (W).
. el tipo de envase: Plastico (PET) y Cristal (Glass).

. el tiempo de almacenamiento de las aceitunas: 7 dias (A), 15
dias (B) y 30 dias (C).

. y el tiempo de almacenamiento del aceite: 3 meses (3) y 6
meses (6).

En todos los casos, su conglomeracion se determiné usando el método vecino

mas cercano Yy la distancia cuadrada Euclidiana (Figura 111.25).
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Figura ll.25. Conglomerados de los variables estudiados

En el inicio, cada uno de los 24 aceites forma un conglomerado separado. Los
primeros conglomerados unidos fueron aquellos que contenian aceites del
grupo B en botellas PET con 3y 6 meses de almacenamiento y procedentes de
las dos almazaras: Granito (G) y Madera (W), en una distancia de
aproximadamente 0,1. Después, el aceite del grupo C en PET y con 3 meses
de almacenamiento fue unido al conglomerado que contiene los aceites del
mismo grupo B con el mismo envase, de 6 meses de almacenamiento y
provenientes de la misma almazara (W). En el tercer paso, los aceites del
grupo B en cristal y en PET de los 3 meses y de los dos tipos de almazaras
fueron unidos en un solo conglomerado, y este mismo conglomerado ha sido
unido al conglomerado formado del aceite del grupo B en cristal con 3 meses y
procedentes de almazara de granito (G). Este mismo conglomerado ha sido
unido al conglomerado del aceite del grupo B en cristal con 6 meses de

almacenamiento y de las almazaras G y W, en una distancia de 0,65.
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A una distancia aproximadamente de 0,85 este mismo conglomerado formé un
conglomerado con los aceites del grupo C procedentes de almazara de madera
(W), envasados en cristal y almacenados durante 3 meses. Este mismo
conglomerado se ha unido al conglomerado formado de aceites del grupo C
envasados en PET, almacenados durante 3 meses y provenientes de almazara
de madera (W) y al conglomerado de los aceites de los grupos B y C
envasados en PET, almacenados durante 3 y 6 meses y procedentes de

almazara de madera (W).

Por su parte, este Ultimo conglomerado se ha unido a conglomerados de
grupos C de 6 meses envasados en cristal y en PET, y producidos en
almazaras de granito y de madera. A una distancia de alrededor de 1,30 el
mismo conglomerado se ha unido al conglomerado formado de aceites del

grupo C envasado en cristal y producido en almazara de granito.

El conjunto de estos conglomerados constituye un grupo 2 formado de aceites
de grupo B y C: GPETB3, WGIlassB3, GGlassB3, WPETB3, GPETBG6,
GGlassB6, WGlassB6, WGIlassC3, GPETC3, WPETC3, WPETB6, GGlassC6,
WGlassC6, GPETC6 y GGlassC3.

Los aceites de grupos A formaron sus primeros conglomerados a una distancia
cercana de 0,35, entre los aceites producidos de los dos tipos de almazaras (G
y W), envasados en PET Yy cristal, almacenados durante 3 meses por el primer
conglomerado y 6 meses por el segundo.

Este udltimo se unidé a los aceites en PET de 3 meses y procedentes de
almazara de madera (W) y formaron un conglomerado con los aceites de 6
meses, envasados en cristal y provenientes de almazara de granito (G). A una
distancia de 0,9 se amplié el mismo conglomerado con el aceite de 6 meses,
producido en W y envasado en PET y a una distancia de 1,05 se uni6é a los
conglomerados de aceites GPETA3, WGIlassA3 y GGlassA3 y formaron el
grupo 1: GPETAS3, WGlassA3, GGlassA3, WPETA3, GPETA6, WGIlassAGb,
GGlassA6 y WPETAG.
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A una distancia de 2,25 se adjuntaron los dos grupos 1 y 2 en un
conglomerado, que se unid al aceite de grupo C, de 6 meses, envasado en

PET y producido en almazara de madera (W).

Analizando de la izquierda a la derecha del dendrograma, el grupo 1 esta
formado principalmente por los aceites del grupo A; los aceites almacenados
durante 3 meses en primer lugar seguidos de los aceites del mismo grupo
almacenados durante 6 meses. Después aparecen los aceites del grupo 2:
formado por los aceites de los dos grupos restantes B y C; los del grupo B y
particularmente de 3 meses en premier orden, después los de 6 meses del
mismo grupo y finalmente més a la derecha, los aceites del grupo C de 3
meses de almacenamiento, seguidos de los aceites del mismo grupo de 6

meses.

La localizacién de los aceites del grupo B entre los aceites del grupo C
(WPETBS6) indica que la calidad de este tipo de aceite, segun los parametros
estudiados es parecida a los del grupo C. Igual la presencia de los aceite de 3
meses (GGlassC3) entre los del mismo grupo de 6 meses muestra que estos
aceites, procedentes de aceitunas que han sido almacenadas durante un largo
tiempo (30 dias) aunque, solo llevan 3 meses almacenados son similares a los

aceites que han sido almacenados durante 6 meses.

En definitiva, el tiempo de almacenamiento de las aceitunas como del aceite ha
tenido un papel muy importante en el agrupamiento de los aceites, cuando ha
sido usado el método vecino mas cercano. El tipo de almazara (granito o
madera) como el tipo de envase usado (cristal o PET) ha sido insignificante en
la clasificacion de estos aceites.

Los resultados han mostrado claramente que el aceite de oliva producido de
aceitunas con menos tiempo de almacenamiento (7 dias) se encuentra menos
afectado o alterado que los aceites obtenidos de aceitunas con mas tiempo de
almacenamiento (15 y 30 dias). El aumento del tiempo de almacenamiento del

aceite igual influye negativamente sobre su calidad.
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V. CONCLUSIONES

1. El almacenamiento de las aceitunas variedad Pecholine Marroqui
en condiciones incontroladas de temperatura y humedad, y en ausencia
de unas Guias de Practicas Correctas de Higiene (GPCH) adecuadas
favorece el crecimiento tanto de bacterias mesdéfilas y psicrotroficas como

de mohos y levaduras.

2. La determinacién de los principales componentes ha mostrado
que las variables cuantitativas con nivel de impacto mas alto son las
relacionadas con las degradaciones enzimaticas, producidas tanto en las
aceitunas como en los aceites, los microorganismos desarrollados en las
aceitunas han tenido un gran papel en la alteracién de los componentes

del aceite.

3. Los pardametros de calidad; acidez, indice de peroxidos y
absorbancia en el Ultravioleta han tenido un aumento significativo a lo
largo del almacenamiento de los aceites, debido a los procesos de
hidrolisis de los triglicéridos y del aumento de oxidacion y auto-oxidacion
favorecidos por el crecimiento microbiano y las condiciones ambientales

adversas.

4, El perfil de acidos grasos analizados, muestra una reduccion
importante del ratio de acidos grasos insaturados/ saturados, mayor en los

aceites obtenidos de las aceitunas almacenadas durante mas tiempo.

5. El contenido de fenoles totales y de la capacidad antioxidante
total también han tenido una reduccion importante con el
almacenamiento, siendo el método DPPH el mas idoneo al presentar la

correlacion mas alta con el indice de polifenoles totales.

6. El material de envasado ha tenido influencia significativa en las

caracteristicas de las muestras, siendo el vidrio el mas apropiado para la
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proteccion del aceite. Sin embargo, el tipo de almazara (granito y madera)
no ha resultado significativo en la valoracion de la calidad de estos
aceites.

7. La determinacion de las funciones discriminantes y el analisis de
los conglomerados han mostrado que el tiempo de almacenamiento de las
aceitunas ha sido el mas importante en la clasificacién de las muestras,

seguido del tiempo de almacenamiento de los aceites.

8. Finalmente, la produccion de aceite de oliva en condiciones
incontroladas, ha tenido una influencia negativa en las caracteristicas y
componentes del aceite. Lo que, no solamente conduce a la reducciéon de
sus propiedades saludables si no que también puede perjudicar la salud
del consumidor. De hecho, sistemas para garantizar la seguridad
alimentaria como los Planes Generales de Higiene (GHPS) y los analisis
de Peligro y Puntos de Control Critico (HACCP), deberian estar regulados

y practicados en el sector de almazaras tradicionales en Marruecos.
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CONCLUSIONS

1. Storage of olive fruits of Moroccan Pecholine variety in
uncontrolled conditions of temperature and humidity, and lack of adequate
Guide of Correct Practices of Hygiene (GPCH) favors the growth of

mesophilic and psycrotrophic bacteria as moulds and yeasts.

2. Determination of component principles showed that quantitative
variables with the highest level of impact were connected with enzymatic
degradations, produced in olive fruits as well as in olive oils. The
microorganisms that developed in the olive fruits had a big role in the
alteration of the olive oil components.

3. Quality parameters; acidity, peroxide index, and Ultraviolet light
absorbance had a significant increase during olive oil storage, caused by
hydrolysis triglycerides and increase of oxidation and auto-oxidation

caused by microbial growth and adverse ambient conditions .

4. The analyzed fatty acid profile showed an important reduction of
unsaturated / saturated fatty acid ratio, the most significant reduction was

shown in olive oil obtained from olive fruits stored for the longst time.

5. The total phenolic contents and total antioxidant capacity also had
an important reduction with storage, the DPPH method was the most
suitable, as it, presented the highest correlation with index of total

poliphenols.

6. The material of the container had an important influence on the
characteristics of samples; glass appears to be the most appropriate for
protection of olive oils. However, type of mills (granite or wood) was no

significant in the evaluation of quality of these oils.
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7. Determination of discriminate functions and Cluster Analysis
showed that storage time of olive fruits was the most important in the

classification of samples, followed by storage time of olive oils.

8. Finally, production of olive oil in uncontrolled conditions had a
negative influence on the characteristics and components of oil. What,
they not only lead to the reduction of their healthy properties, but can also
damage consumer health. In fact, systems to guarantee food safety such
as General Hygiene Principles (GHPs) and Hazard Analysis and Critical
Control Point (HACCP) would be regulated and practiced in the sector of

traditional mills in Morocco.
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The phy=zico-chemical and microbiological characteristics of olive oil can be affected by both storage time of the olives before milling, and
alzo the manner in which the oil iz stored.

The aim of this study was o determine the microbiological profile of olives stored for different perieds (7, 15 and 30 days) and to examine
the alive oik obtained by measuring changes in physico-chemical and microbiological characteristics, including polyphenol contents and
antioxidant capacity, after 3 and & months storage.

In all olive samples, and also in all the comesponding oils, the man micro-organisms found wene mesophilic and psychrotrophic bacteria,
yeasts and moulds. Enterobacteriaceae were not detected. It was noted that storage produeced a significant increase in acidity, peroxide
contents and ulraviolet sheorbance, as well caused a zignificant reduction in poly phenol contents and anticxidant capacity.

Keywords: olive oil; mills; micro-organisms; oxidation; polyphenols; DPPH; ABTS; FRAF, DMPD

Las camcteristicas fisicogquimicas y microbio kb gicas del aceit de oliva pusden ser afectadas tanto por el tiempo de almacenamiento de las
accitunas antes de su trituracion, como de la manera en la cual el aceite es almacenado.

El ohjetivo de este estudio o= determinar ¢ perfil microbiolégico de aceitunas almacenadas durante diferentes periodos (7, 15 y 30 dias) y
eaminar los aceites de oliva obtenido, midiendo cambics en camcterigicas fisicoguimicas y microbiologicas, incluyendo contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante, después de 3 y 6 meses de almacenamiento,

En todas las muestras de accitunas, v también en los comespondientes aceites, los principales microorganismos encontrades han sido
mesifiles v psicrotrofices, mohes y levaduras, Enercbacteriaceas no han sido deectdas. Se ha obaervado que este almacenamiento ha
producide un aumenio significativo en acider, contenido de perdxides, ¥ absorbencia en ultmavioleta, como también ha causado una

meduccidn significativa en contenido de polifenoles y capacidad anticeddante.

Palabras claves: aceite de oliva, moline; microorganismes; oxidacin; polifencles; DPPH; ABTS; FRAP; DMPD

Introduction

Olive oil is the primary source of fat in the Meditermnean diet.
In 20011, olive tee plantations covered approximately
B40.000 bectares in Morocco, predominant by the Moroccan
Picholing variety (96%), with about 75% of olive production
used for oil extraction (COL 2012).

Olive fuits are, in geneml, very sensitive o physical damage
(Gutiérrez, Jimenez, Ruiz, & Albi, 1999) and to altemation by micm-
organisms (Asechraou, Faid, & Jana, 1992). The milling of olives
can lead to the development of mesophilic and psychrotophic
badteria, moulds and veasts (Ciafardini, Zullo, & Iride, 2006), and
cmsequently the generation of lipases (Edugrul, Donmes, &
Takag, 2007; Zullo & Ciafandini, 2008), responsible for trigl veeride
hydrolysis and the increase of free fatty acids, which become very
sensitive o autoxidation in the bulk oil (Kinsella, Shimp, & Mai,
1978). In addition, oxidized tnglycendes had high pro-oxidant
activity  (Kintsakis, WNanos, Polymenopulos, Thomai, &
Shakiotakis, 1998), reduced the mdoction time of oxidation and
inereased the concentration of oxidized triglyeerides.

Muoreover, in water—oil emulsions, the autoxidation of fitty
acids caused very high concentrations of hydroperxides

(Wamho, McClemenits, & Decker, 201 1) involved in polyphenol
degradation (Landete et al., 2010).

Prmlonged exposure of olive paste to oxyeen during oil
extraction reduced the contents of the phenolic compounds
(Garcia et al., 2001). Decrease of phenols may also be due to
the growth of bacteria, veasts and moulds during prolonged
storage of olives under uncontrollable conditions before proces-
sing and during extraction (Rodriguer, Landete, de las Rivas, &
Mufioez, 2008).

In Moroceo, mdustrially produced olive oil is commer-
cialized principally sccording to the regulation of the
International Olive Oil Council (COI, 2008) and s mainly
destined for export, whereas the majority of the population,
especially in rural areas, uses oil produced for local con-
sumption in small family or cooperative oil mills. Generally
speaking, in these oil mills the olives are stored in plastic
bags at ambient temperature for periods ranging from 1 day
to seveml months before processing. The olives are pro-
cessed in poor hygienic conditions, without washing. In the
course of 1 day, between 400 and 1200 kg of olives are
milled very slowly and the olive paste is subjected to several

*Corresponding author. Email: csamaugr.es
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pressings for 12 hours or more w0 complete the extraction.
Olive oil 15 recoverad after a single decantation and without
filtration. The lack of good hygienic practices during oil
extraction would increase the incidence of biological and
chemical hazards in the edible product, and lead to detri-
mental effects on its subsequent quality. To obtain high-
quality olive oil, good manufcturing practices should be
implemented during all stages of processing, from collection
and transportation of olives to mills as well as avoiding the
storage of fruits in non-ventilated containers for many days
before processing.

The aim of this study s the determination of the microbio-
logical and chemical characteristics of different samples of olive
oils produced in traditional oil mills in Morocco.

Materials and methods

Sampling

Samples of olives and olive oils of the Moroccan Picholine
variety werg collected from traditional mills in the rural area
of Oujda in eastern Morocco during the 2011 harvest. The
olives were classified into three groups according to the sto-
rage periods before milling: Al (7 days storage), B1 (15 days
storage) and Cl1 (30 days storage). Each group contained
approximately 400 kg of olives distributed in plastic bags
stored at temperature ambient of arond 11°C and with a
relative humidity of around 71%. At the end of storage for
each group and just before the olives were milled, samples
were taken at random fom each of the bags, so that these
samples (a total of 24 (8 for each group)) represent the total of
the stored olives. Olive samples were taken aseptically and
kept immediately at £°C until microbiological analysis. A total
of 78 samples of the oil obtained (26 for each group) were
taken at different phases of oil extraction, stored in polyethy-
lene terephtalate (PET) bottles and kept in darkness at labom-
tory ambient temperature (17-237C) until analysis after 3 and
6 months of storage; microbiological and chemical analysis,
including total polyphenols and antioxidant capacity, follow-

ing Spanish regulations for olive oil.

Microbiological analysis: mesaphilic and psychrotrophic
bacteria, moulds, yeasts and enterobacteriaceae in olives
and alive oil

Samples of olives and olive oil were analysed acconding to the
methods  described by Majadahonda  (1982). Resulis were
expressed as colony forming units (CFU) of micro-orgam sms
per g of olive (CFU/g) or per ml of olive oil (CFU/mI). The CFU
numbers were also transformed into comresponding logarithmic
nurmhers,

Quality parameters: percentage of free fatty acids,
peraxide index and ultravioler light abserbance

Free acidity reported as percentage of oleic acid (%), peroxide
value expressed as millisquivalents of active oxygen per kg of
oil (meq Ou'ke), extinction coefficients K232 and K270 caleu-
lated from absorption at 232 and 270 nm, respectively. All the
parmmeters were determined in triplicate, according to methods
established by the E Community, Commission
Regulation (EEC, 1991} No. 256891 and subsequent
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amendment Eumopean Community, Commission Regulation
(EC) Mo, 198972003,

Exmraction of phenolic fraction

Phenolic compounds extmction was obtained using methanol/
water (80:20, v/v) in agreement with data reported in the litera-
ture (Montedoro & Cantarelli, 1969; Vasquez Roncero & Janer
del Valle, 1978). The procedure was hased on that recommended
by Montedoro, Servili, Baldioli, and Miniati (1992), with some
maodifications: 10 g of vil diluted in methanol to B0% (p/p) was
homogenized by shaking for 60 min, the wbes were then cen-
trifuged at 8000 rpm for 15 min, and the supernatant was
recovered and used for analysis. Duplicate extractions wene
prepared from each sample and all extmets wene measured
three times in each essay.

Analysis af total phenol contents

Total phenolic contents were determined using the Folin-
Ciocalten  colorimetric method  described by Singleton and
Rissi (1965) and modified in our laboratory; 2.5 ml of de-
ionized water and 500 pl of Folin—Ciocalteu reagent wene
added o 100 pl of methanolic extract. The mixture was allowed
to stand for 5 min, and then 2 ml of a 10% agueous NaCOy
solution were added. The final volume was adjusted o 10 ml
Samples were allowed 1o stand for 90 min al room emperatun
before measurement at 700 nm versus the blank using a
Beckman spectrophotometer. The amount of total phenolics
was expressed as pallic acid equivalents (pg milic acid’g of
olive oil) using the calibration curve of gallic acid

Andoxidant capacity assays

DPPH assay

The radical scavenging activity of antioxidants against free radi-
cals using 1, I-diphenyl-2-picryThydraey] (DPPH) was evaluated
as described following Brand-Williams, Cuvelier, and Berset

(1995), with some modifications by Samaniego-Sdnchez et al.
(2007). A Lambda 25 UV/Vis spectrophotometer (Perkin-Elmer
R, Madrid, Spain) was used for the DPPH assay, whose nesulis
were expressed as pM trolox/g oil.

ABTS assay

The total antioxidant capacity was measured following the
method described by Samaniego-Sinchez et al. (2007), adapted
to samples of extra virgin olive oil (EVOO). The radical was
penemted using potassium persulphate. Once the mdical was
formed, 2 ml of ABTS-+ was mixed with 100 pl of appropriately
diluted oil (methanol extract) and the absorbance was measurad
at 734 nm onee per min for 30 min. A Lambda 25 UV/iVis
spectrophotometer (Perkin-Elmer R, Madrid, Spain) was used
for ABTS-+ and results were expressed as pM trolox/g oil.

In addition, a study of the technical precision of the equip-
ment to guaranteg the quality of the measurements was made,
because of the larpe number of samples to analyse, the unavoid-
ably prolonged duration of these measurements, as well as the
fuct that the same instrument was shared with other researchers
for other purposes, which could lead to the bumout of the
instrument’s visible light source with subsequent deviations in
measurement accuracy. Themfore, a standand solution of gallic
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acid (500 mg/T) was prepared, on which 10 TEAC value mea-

surements wene performed on different days.

FRAP assay

The antioxidant potential of olive oil extract was determined
using the FRAP (ferric reducing antioxidant capacity) assay
following Stmtil, Klejdus, and Kubdf (2006) A potential anti-
oxidant reduces the ferric jon (Fe™) o the ferrous ion (Fe™); the
latter forms a blue complex (Fe**/TPTZ), which increases absor-
bance at 593 nm. Briefly, the FRAP reagent was prepared by
mixing acetate buffer (3.1 g sodiunm acetate and 20 ml acetic acid
per L, pH 3.6), a solution of 10 1 M TPTZ in 40 | M HCI, and
20 mmoll FeCls_HaO at 10:1:1 (viv/v). Absorbance readings of
the coloured product [ferrous tripyridyliriascine complex] were
measured at 593 nm using a Lambda 25 UV/Vis spectrophot-
ometer (Perkin-Elmer R, Madrid, Spain). The results of the assay
were expressed as pM trolox/g oil.

DMPD assay

The radical hydrogen-donor ability of samples was measured
colofimetrically using the DMPD method (Fogliano, Verde,
Randazzo, & Ritieni, 1999). DMPD (1.0 mM) was prepared in
a 0.0 M sodium acetate buffer, pH 5.25, and the red radical
cation (DMPD++) was obtained by adding an aqueous FeCly
solution to a final concentration of 0.1 mM. Ong millilitre of
this solution was pipetted and measured at 505 nm. Antioxidant
activity was determined by adding di fferent concentrations of
antioxidant o 1 ml of DMPD=+ solution and measuring the
absorhance at 505 nm after 10 min at 25°C mn a Lambda
25 UVNVis  spectophotometer  (Perkin-Elmer R,  Madrid,
Spain). The results of the DMPD assay wene expressed as phM
trolox/g oil.

Statistical analysis
The mesults obtained were expressed as mean and standard devia-
tions. To determing the influgnce of storaee time. amone other

variables studied, when the variables fulfilled the parametric
conditions, one-way analysis of variance (ANOWVA) was used,
and when the variables were non-parametric, the Kmuskal-Wallis
test was wsed. Fisher’s least significant difference procedure was
usad to discriminate between the means of the variables when
NECEssary.

The Kolmogorov—Smirnov test and the Bartlett test, as
well as the Wilcoxon test, were used to test the normal
distribution of variables and the homogensity of variances.
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Statistical analysis was performed using SPSS 200 (IBM™
SPSs™ Sttistics 20.0) and Statgraphics] Plus 4.1 software,
Differences of p < 0,05 were considered significant.

Results and discussion

Microbiological analysis: mesophilic and psychromrophic
bacteria, moulds, yeasis and enterobacteriaceae in olives
and olive oil

MNive fruits

The evolution of the micro-omganism population (mesophilic
bacteria, psyvchmotrophic bacteria, mould and yeast) during sto-
rage of Momoecan Picholine olives destined for the extraction of
olive oil, after 7, 15 and 30 days (groups Al, Bl and CI) was
summarized i Table 1.

Mesophilic and psychrotrophic bacteria. The mesophilic bacteria
were detected in all olive groups, without significant difference,
whereas the number of psychrotrophic bacteria was reduced
significantly after 30 days of stomge (group CI), the change
might be caused by a presence of mould or veast wgether with
bacteria (Table 1). Mesophilic and psychrotrophic bacteria were
also detected by Panagou (2006) in black olives used to

a traditional type of table olives known as “natumlly black dry
salted olives™. Silva et al. (2011) also reported that a species of
weast found i brined olives exhibited both mycogenic and anti-
hacterial activities against common food-bome pathogens.

Mould and yeast. A significant (p < 0,05) increase was detected
in the mould population with longer stomge (Fom 7 o 30 days)
(Table 1). The presence of mould n Moroccan olives during
storage was meported previously by Asehraou et al. (1992).
Roussos et al. (2006) isolated mould from spoiled olives and
olive cake fom olive oil production in Moroceo.

Many moulds are able to develop on olives and produce
mycotoxing afler harvesting and during storage (El Adlouni,
Tozlovanu, WNaman, Faid, & PhbhlLesskowice, 2006).
Muomeover. the nresence of moulds can comnmmise the safetv of

the product, especially in the case of mycotoxin-producing fing
(Zmedme & Mafies, 2009). The most representative microbiota of
bldk olives were species of moulds that may be associated with
food poisoning due to their mycotoxing (Asehraou et al., 1992),

The yeast population increased significantly (p < 0.05) dur-
ing storage, (from 7 to 30 days) (Table 1). The behaviour of
veasts was in good agreement with previous published works in
olive brines (Alves, Gongalves, & Quintas, 2012; Arrovo-Lopez,
Querol, Bautista-Gallego, & Garrido-Ferndndesz, 2008)

Table 1. Cuantity of micro-organizmes (logld CFU/g) obtained in Moroccan Picholine olives stored for different periods.
Tabla 1. Cantidad de microorganizmos {logld CFU/g) obtenidos en aceitunas variedad Picholine mamogui almacenado a diferenies

tiempos.

Giroups of Storage time

samples {days) M=o philics Peychmotrophics® Moulds* Yeasts®
Al 7 410 £378a 484 =384 b 340276 a 409365 ¢
Bl 15 406 =384 a S08£3355¢ 396 2180b 526495 b
Cl 30 419 £3E7a 465 £3.69 a 4043 ¢ 530302 a

Mate: "Means + 5D af three rephcstes, n =24,

Mems followed by the same letter in the same micro-organim e not significantly different (p < 005

Mote: "Promedio & 5D de tres néphicas, o = 24

Primedios seguidos de ke misra letra no difieren s gnificativamente (p < 0,05).
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Rodrgues-Gomer, Arrovo-Loper, Lopez-Lipes, Bautista-
Gallego, and Garndo-Ferndndez (2010) reported that yeasts
were found in high proportions during the ripe olive storage of
Manzanilla and Hojiblanca cultivars. Moreover, several veasts
were obtamed directly Fom natural black olive fermentations
(Coton, Coton, Levert, Casaregola, & Sohier, 2006; Nisiotou,
Chorianopoulos, Nychas, & Pamagou, 2010) and green table
olive fermentations (Bautista-Gallego et al, 2001 1), Therefore, it
was reported that yeasts were the most relevant micro-organisms
in the fermentation of cmcked green table olives (Alves et al,
2012).

The presence of bacteria and fungi in olives may modify the
nutntional composition of the olive oil as well as its ormnoleptic
characteristics.

Olive oil

The results obtamed on the evolution of micro-organic popula-
tions (mesophilic bacteria, psychrotrophic bacteria, mould and
yeast) in growps A, B and C of olive oil extracted from olives
stored for 7, 15 and 30 days, respectively, were summarized in
Table 2.

A rich microflora was showed in olive oil recovered afler a
single decantation (Ciafardini & Zullo, 2002). The micro-organ-
isms found in the oil were derived from the olives’™ phyllosphere
which, during the crushing of the olives, migrate into the oil
together with the solid parts of the Fuit and micro-drops of
vepetation water (Zullo & Ciafirdini, 2008). The presence of
vegetation water with oil may lead to formation of an oil-in-
water emulsion. In fact, the presence of water in oil showed an
imporant wle in both the growth of micro-organisms and their
engyme function (Yoshida, Hama, Nakashima, & Kondo, 20101).
There more, catalytic reaction of lipases took place at the lipid—
water interface, a ph known as interfacial activation
(Schmid & Verger, 1998),

Mesophilic and psychrotrophic bacteria. Mesophilic bacterna
were demonstrated in all groups of olive oil afler 3 months
storage with a significant difference (p < 0.05). After 6 months

storage, the number of these bacteria decreased significantly
(p < 0.05). Similady, the psychmotrophic bacteria contents
found in the il fell significantly between 3 and 6 months storage
(Table 2), which can be explained by a reduction of nutrients
andlor accumulation of products not favourable for bacterial
growth,

Publicaciones y congresos

Indeed, olive oil has been found to be the most suitable
carbon source for mesophilic and psychrotrophic bacteria to
induce lipase (Liu, Chen, Wang, & Chang, 2011; Shafei &
Abd-Elsalam, 2005; Zhen-Qian & Chun-Yun, 2009).

Maowld and yeast. The dynamic mould population in the olive oil
samples showed after 3 months storage was completely elimi-
nated after 6 months storage, a reduction possibly caused by the
exhawstion of available substrates (Table 2). Different works
described the importance of mould and veast in lipase production
(Belhaj-Ben Romdhane, Fendn, Gargouri, Gargouri, & Belghith,
2000; Contesini, Lopes, Macedo, Nascimento, & Carvalho,
2010, Sathish Yadav et al, 2011; Yoshida et al, 2011).
Moreover, the fngal growth in olives was associated with
myeotonin production (Elem, 1996; Leontopoulos, Siafaka, &
Markaki, 2003) and hence its presence in the processing envir-
mmment showed a potential health risk and should be avoided
(Hondrodimouw, Kourkoutas, & Panagou, 2011).

In fact, yeasts were found to coexist with bacteria and mould
after 3 months stomge, without significant difference between
groups (Table 2). Afler 6 months storage, goups A and B
demonstrated a significant growth, where group C proved a
significant reduction.

The absence of moulds would result in a limited competition
for nutrients between the other three kinds of micro-organisms,
in favour of yveast. Besides, species of yeast in table olives could
be destructive for the rest of the bacterial flora (Herndnde z et al.,
2008). Further, some human pathogen yeasts were found in
commercial EVOO (Zulle & Ciafirding, 2008) It should be
emphasized that the existence of micro-organisms in olive oil
may be detrimental to human health,

Quality parameters: percentage of free fary acids,
peroxide index and ultravioler light absorbance

The quality values of all studied oils (groups A, B and C) wene
summarized in Table 3. After 3 months storge, the oil of goup
A had 064 + 0.21% acidity and could be classed as extra virgin

oil, group B had 1.36 = 0.39% acidity and might be classified as
virgin oil and group C had £.19 & 3 88% acidity, was classed as
lampante. It showed that the longer the stomge time of olives
before milling, the higher the acidity of the resulting oil, with
statistically  significant  differences  between groups  studied
Ip < 0.05).

Tahle 2. Quantity of micro-organisms {logl CFU/ml) obtaived in olive oil prodeced in traditional Moroscean olive oil mills and stored for 3 and 6 months,
Tabla2. Cantidad de microorganismos (log 10 CFUml) obtenidos en aceite de oliva producido en moline de aceite tradicional mamoqui durante tiempo

de almacenamiento {3 y 6) meses,

Mesophilics" Psychrotrop hics™ Moulds* Yeasts*
Groups of samples 3 meonths & months 3 maonths & months 3 monthes & meom ths 3 months & meonths
A 333£3.1% 2BE=235d 453x421a  400x33% 196 = 1.80a - 2T71£251a 4464030
B JA6 =319 2EE=251d 396 =305 255 =230d 1.80 = 1.73a - 275£265a 3.83x353c
C 3WE3Ma 231 22Me 4052398 268250 224 :21Ia - 2BT£232a  277£275d

Mode: A (ol obemed fom alives siored for 7 days ), B (ol oblamed from alives siomd for 15 days) and C (ol oblamed from alives siosd for 30 days ).

“Meam + 5D of theee replicaies, n = TH.
Meams fallowed by fhe same laier are nat significantly different (p < 0.05)

Motx: A (Acsiies de oliva cbienido de s aceitunas almacenadas 7 dias), B (Acsite de oliva ahienido de las aosiiunas. almascenalas. 15 diss ) y C (Aceiie de oliva chienado de b

intbravieh ] o ki, 300 i),
“Promedio + 5D de tres réplicas, n = TH.
P i dguidon o i mitia s o difkren Sgnithrments p < 005),
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Table 3. Evolution of the quality parameters of olive oils obmined in traditional Maormoccan olive oil mills and stored for 3 and 6 months,

Tabla 3. Ewolicidn de parimetros de calidad de aceite de oliva obenido de aceite de oliva obenido en moling de aceite tradicional mamoqui durante

tiempo de almacenamiento (3 ¥ 6) meses.

Peroxides index
Acidity (% oleic acidf* (meg Oykg)* K270 K23
Giroups of samples 3 months & months 3 months & months 3 maonths & months 3 months & months
A 064 £021e 0772 024b 335 1M4a 756334 0.114 =003a 0210 =005 1959 =035 247 £ 055d
B 1.36 £0.3% 151+ 040b 371178 843 =3.0% 0,132 £004a 0222 2006c 2134=0.16b 235290394
C 419 £ 388 470+ 407d T.26=527Tb 1379=2826d 0214 =012 0321 2012d 26051022 3330=1.68c

Note: A {oil abiined fom alives stored for 7 days), B (oil obtamed from alives stomd For 15 days) and € foil obteined from alives stomd for 30 days ).

*Meams + 5D of thee replicstes, n = TH.
Meams followedby the same latter are not significandly different (p < 0.05).

Nota: A (Aceites de oliva cbenido de s sceitunas ahmscenasdas 7 dias), B {Aceite de oliva ohienido de 1as scetimas abnscenalss 15 diss) y C {Aceite de oliva ahtenido de b

aceiiunas almacenadas 30).
*Promedio + S0 de tres éplicas, n = TH
Prommedios seguidos de la misma letra no difieren significativamente ¢ < 0,05).

After 6 months storage, the acidity in all groups rose with
significant differences (p < 0.05) between the oils stored for 3
and 6 months, showed that the degree of acidity increased with
storage time of the oil, in agreement with results of Samaniego-
Sinchez, Oliveras-Lopez, Quesada-Granados, Villalin-Mir, and
Lipez-Garcia de la Serrana (2012). That increase might be due
o the presence of mesophilic and psychmotrophic bacteria,
moulds and veasts that produced lipases and caused triglyeeride
hyadrolysis (Ciafardin et al., 2006; Ertugrul et al., 2007; Zullo &
Ciafardini, 2008).

The peroxide index determined 3 months after production of
the oil showed values below the limits established by EU
Regulation 198972003 (Eumpean Community  Commission
Regulation [EC], 2003). Table 3 indicated a rise in the peroxide
index with increasing storage time of the olives before milling,
with statistically significant differences between the samples of
the group analysed (p < 0.03). After & months storage of the oil,
the peroxide index increased in all three groups, possibly dug o
the photo-oxidation reactions of the olives during long storage
before oil extraction and also to long exposure of the olive paste

to air and light during extraction. Rise in peroxide index caused
by poduction of free fatty acids (Paradiso, Gomes, Nasti,
Caponio, & Summo, 20010), as a result of triglyeende hydrolysis.

The pemxide index rose with increased storage time of
olives and oil, with statistically significant differences between
the oils stored for 3 and 6 months (p < 0.05).

The third parameter was information on the presence of
conjugated menes (K270) formed durng autoxidation of the
oil because of the positional shift of double bonds. In all the
sarmples, the value of the K270 coefficient after 3 months was
found to be lower than the permitted legal limits (Table 3).

After 6 months storage, the K270 values increased (Table 3),
with a statistically significant difference between samples of these
groups at 3 and & months storage of the oil (p =< 0.05). The increase
in the extinction coefficient values during storage could be due o
the presence of conjugated dienes and would indicate a significant
autaxidation in the oils after prolonged storage time.

The last parameter examimed was the K232 values, The oils
in a madium state of oxidation showed maximum absorbance at
232 nm (European Community Commission Regulation [EC],
2003). At 3 months the value of the K232 coefficient (Table 3)
was found to be within the permitted legal limits in groups A and
B, whereas in group C it exceeded the established legal limit.
There were significant differences between the samples of the
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groups indicated (p < 0.05), and an increase in the K232 wvalue
showed with mereased storage time of the olives,

Afler 6 months stomge, the value of the K232 coefficient
exceeded the permilted legal limils in all the oils (p < 0.05).
During stomge, statistically significant variations ook place,
depending on both stomge of olives before milling and storage
of the corresponding oils (p < 0.05)

The memease m the level of K232 could be explamed by the
fact that free Bitty acids caused by micro-organisms caused
oxidation of tiglycerides, which in turn increased the level of
oxidation of the oil (Gomes, Delcuratolo, Paradiso, Summo, &
Caponio, 20011). The higher the concentration of oxidized trighy-
cerides, the higher the oxidation level of the oil.

The fact that olives were crushed with no prior cleaning or
washing could lead to the migration of transition metals, such as
Cu or Fe, into the oil. In addition, separation of the oil from
vepetation water by simple decantation and without filtmtion
implied inclusion of some water in the oil, led to the formation
of possible oil-in-water emulsions where transition metals could
accelerate oxidation of the oil (Waraho, Candenia, Rodrigues-

Estrada, McClements, & Decker, 2009).

Presence of Fee fatty acids in oil-in-water emulsion acceler-
ated oil oxidation and autoxidation (Waraho et al,, 2011).

The statistical analyses indicated  significant  differences
between proups A md C and groups B and C in all the parame s
examined afler both 3 and 6 months swrage. The non-significant
differences betwezn groups A and B indicated that oils obtamed
from olives stored between 7 and 15 days (groups A and B) were
less oxidized than oils obtained fom olives stored for more than
15 days. Further, olives antioxidant components, especially pheno-
lic cormpounds, could Tanit the formation of oxidizing components
in the olives stored fior 2 weeks before crushing (groups Al and
Bl). However, the oil samples in group C, obtained from olives
storad for up to 30 days (group C1), were significantly affected by
increased oxidation, and this might be dug to a reduction in anti-
oidant components. It is important to consider that the stomge of
olives can affect the formation of certain volatile compounds result-
ing in the formation and degradation of different hydroperoxides
formed by oxidation processes, and also that they can directly
influance all the tested guality parameters (Frankel, 1993), In gen-
erl, an increase in these parameters can affect the conservation of
the olive oil, as well as their nutttive and oganoleptic chamcter-
istics. Aocording to the msults oblained after 3 months storage,
26.08% of oil samples were classified as extra virgin, 1739% as
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virgin olive oil and 56.52% as lampante oil. Afler 6 months storage,
100%6 of the oils were classified as lampante.

Analysis of total phenol content
The total polyphenol contents (Figure 1) were highest in group
A, lower in group B and lowest in group C, with statistically
significant differences between the samples of the studied groups
(p = 0.05). The total amount of polyphenols decreased as storage
time of the olives mereased. That decrease might be dug w0
hydrolysis and oxidation (Sicari, Giuffre, Lonadj, & Poiana,
2010

After 6 months, the totl quantity of polyphenols was
decreased in all three groups with statistically significant differ-
ences between the three groups (p < 0.05) (Figure 1), indicated
that the longer the storage time of the oil, the greater the decrease
in polyphenols, That reduction in the amount of total polyphe-
nols could be explaned by hydmolysis and oxidation, which
could take place during storage of the olives and exposure o
the air (Ciafanlini & Zullo, 2000; Servili et al., 2008), ogether
with lack of hygiene, led to the development of micro-organisms
capable of degrading the polvphenols (Ciafardini & Zullo, 2000,
2002; Landete et al., 2010).

Antioxidant capacity assays
DPPH assay

The DPPH assay determined the evolution over time of the
vanations in measured antioxidant capacity according 1o storage
time of the olives before milling and stomge time of the corre-
sponding oils (p < 0.05). Afler 3 months oil storage, the highest

A B c
Groups of samples
W Imonth: O 6 months

Groups of samples

[ ® 3monlhs O 6 months

Figure 2.
traditional Moroccan olive oil milks afier 3 and 6 months siorage.

Maote: A (oil obtained from olives stored for 7 days), B {oil obtmined from olives siored for 15 days) and C {oil obtained from olives stored for 30 days).

(B)
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values were found in group A, followed by group B, and the
lowest value in group C (Figure 2(a)).

The difference in antioxidant capacity between the three groups
of samples could be explained by the different stomge times of the
olives before milling. After 6 months storage, the antioxidant

160 a
140 b
120 e -
w 100 d d
F o0
&0
40
0
1]
A B C
Groups of samples
| W 3 months O & monihs |
Figure 1. Changes in total phenol contents {ug'g gallic acid) of the

olive oil obtained in tradiional Moroccan olive oil mills afier 3 and
& months storage.

Mote: A {oil obmined from olives stored for 7 days), B {oil obtained
from olives stored for 15 days) and C {oil obtained from olives stored for
30 days). Means £ SD of three replicates, ® = T8. Means followad by the
same letter are not significantly different (p < 0.05).

Figura 1. Cambics en contenido total de fenoles (pg'g gllic dcido) de
aceite de oliva obtenido en moling de aceite radicional marmqui durante
tiempo de almacenamienin (3 y 6) meses.

Mota: & {Accites de oliva obtenido de las aceitinas almacenadss 7 dias),
B {Aceite de oliva obienido de las aceitunas almacenadas 15 dias) y C
{Accite de oliva obtenido de las accitunas almacenadas 30 dias).
Promedio = 8D de res réplicas, » = T8, Promedios seguidos de la
misma letra o difieren significativamenie {(p < 0,05).

12 a
1
vk c
06 c
02 - 2
a
A B

C
Groups of samples
B 3months O & manihs
@)
215
a
i b
15
[ g (1]
c [
N - . 1
A B C
Groups of samples

| ® 3monihs @ 6 months

Evaolution of anticxidant capacity: TEAC values {{a) DPPH -+ test, (b) ABTS + test, (¢) FRAP test, {d) DMPD tesf) of the olive oil obtained in

Means = SD of three replicates, m = TE. Means followed by the same letter are ot significantly different (p < 0.05).

Figura 2.

Evaolucion de capacidad antioxidante: Valores TEAC ((a) test de DPPH+, (b) test de ABTS +, (c) test de FRAF, {d) testde DMPD) de aceite de

aliva obtenido en moling de aceite radicional marogqui durante tiempo de almacenamiento (3 ¥ 6) meses,

Mota: A (Aceites de oliva obienido de las aceitunas almacenadas 7 dias), B {Aceite de oliva obtenido de las aceitunas almacenadas 1 5 diag) y C (Aceie de
oliva obtenido de 1as accibmas almacensdas 30 dias). Promedio = 5D de tres réplicas, » = TR, Promedios seguides de la misma leta no difieren

significativamente (p < 0,05).
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capacity of the oil &1l further to 0.237 <+ 0.15 pmol/e (group A),
0144 = 007 praol'g (goup B) and 0,139 £ 0,17 pmol'g (group C).

The oxidative stability of the samples was significantly dif-
ferent between the two stomge periods of 3 amd 6 months
(p < 0.05). There is a decrease i oxidative stability during siorage
of olives and oil which could be explained by the increase in the
level of oxidation and reduction of antioxidant compounds.

ABTS assay

During the ABTS assays, consumption of coloured ABTS-+ was
mimitoral by observing the decrease in absorbance (Figure 2(b)).
After 3 months storage, the measurements decreased progressively
from group A o group C, with statistically significant differences
(p = 0.035) between the groups, since the antioxidant components
capable of reducing the effect of the radical ABTS + decreased
progressively with longer storage time of the olives destined for
extraction of the oil.

A statistically significant (p < 0.05) decrease in antioxidant
activity was observed in olive oil between 3 and 6 months
storage. That reduction might be due to the accurmulation of
oxidizing components, the autoxidation of oil and the decrease
of antioxidant compounds,

FRAP assay

The FRAP method measured changes in absorbance (Figure 2
(c)) represented the evolution over time of the variations in
antioxidant capacity according to storage time of olives befors
milling and stormge time of the comesponding vils. The antiox-
idant capacity measured by that method showed that there were
no statistically significant differences between the thmee groups
(p=0.05). After 6 months of oil storage, the antioxidant capacity
measured by this method decreased in all three groups (Figure 2
(c)), with statistically significant di Ferences (p < 0.05), indicated
that the longer the storage time of the oil, the greater the decrease
in antioxidant capacity measured at level of the antioxidant
polyphenols capable of transferring electrons to reduce Fe™ 1o

Fe'*

DMPD assay

Antioxidant capacity measured by the DMPD method
(Figure 2(d)), showed statistically significant difErences
(p = 0.05) between the groups after 3 months of oil stomge,
indicated that the longer the storage time of the olives before
milling, the greater the reduction of the antioxidant capacity.
This antioxidant capacity reduction and the reduction of poly-
phenol antioxidants, resulted from the prolonged exposure of
the olives to agents such as air and light. After 6 months
stomage, the antioxidant values i all three groups decreased
further, with statistically significant differences (p < 0.05)
between the groups, which indicated that the longer the sto-
rage of the oil, the lower the antioxidant activity measured by
DMPD.

Statistical amalyses indicated a significant reduction in the
total contents of phenolic compounds during storage of the
olives and the resulting oil.

Statistically significant differences in reduction of phe-
nols and antioxidant compounds found between groups A
and B and between groups A and C, indicated that oils (A)
obtained from olives stored for 1 week (Al) had melatively
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high total contents of polyphenols and antioxidant compo-
nents, whereas in oils obtained fom olives stored for more
than 15 days (Bl and CI) those components were found
significantly reduced. The important  degradation  might
show that the maximum of phenols and antioxidant compo-
nents were spent during the first week of olive storage to
limit oxidant effects.

Conclusions

The olive fruit showed growth of mesophilic and psychrotrophic
bacteria, moulds and veasts in all sample groups. In fct, after 3
months of storage, all sample groups of olive oil showed the
presence of the same micro-omganisms found in the olive fruit
Storage of the wnfiltered olive mil after a smgle decantation
tumed it into a medium suitable for growth of micro-organisms,
After 6 months stompe, we found a significant reduction in
bacteria and veast and a complete elimination of moulds. The
changes in micro-organic contents in the il were possibly due to
exhaustion of the available nuwrents orand accumulation of
products not favourable for their growth. The presence of
micro-organisms in olive oil may deteriomte its quality and
make it detrimental (0 human health. We found significant
increases in acidity, the peroxide ndex and ultraviolet absor-
bance, which indicated that storage of olives before milling and
storage of the oil in these conditions wene damaging to the
quality of the oil. The lack of a significant difference in the
vanances determined could indicate that the phenolic and anti-
oxidant components reduced the effect of oxidation during the
first 15 davs of olive storage. The total quantity of phenols in
olive oil fell significantly during storage of the olives and the oil,
likewise, we found a decrease in antioxidant capacity afler 3 and
6 months storage, as determined by DPPH, ABTS, FRAP and
DMPD. There were significant differences in all quality para-
meters, total phenols and antioxidant capacity in the oils after 3
and 6 months storage, which indicated that the storage in uncon-
trolled conditions accelerated the deterioration of the compo-
nents in the oil.

Finally, the traditional processes practised in Moroccan olive
oil mills led to the growth of micro-orgnisms: mesophilic and
psvchrotrophic bacteria, moulds and veasts in olives and their
comesponding oils. The storage of olives and olive oil in uncon-
trolled conditions had a negative effect on the quality and shelf
life of olive oil, as indicated by the ncrease in acidity and
oxidation. Consequently, over 56% of the olive oil sampled
was lampante after 3 months stomge, and after & months the
percentage mse o 10076, Besides, a significant and imporant
reduction of polyphenol contents and antioxidant capacity wene
detected in olive oil obtained from olive fruits stored for more
than 7 days. Olive oil produced in uncontrolled conditions not
only was of poor quality, but could put human health at risk.
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cipalmente con los incrementos de temperatura a los
que también es susceptible el AOVE dada su participa-
cion en la alimentacién como ingrediente y medio de
transterencia de calor. El objetivo fue cuantificar el CFT
(mé&todo de Folin Ciocalteau) y el PAG (cromatografia de
gases) en AOVE fresco y tratado a las temperaturas de 3
tratamientos culinarios de uso frecuente a nivel domés-
tico (fritura, rehogadoy coccién). Los tratamientos térmi-
cos cambiaron significativamente el CFT. El aceite reho-
gado presentd la mayor concentracidn siguiendo en
orden decreciente: frito, crudo y cocido; en este Gitimo,
se observ la difusion de los fenoles hacia el agua de
ebullicion. En cuanto al PAG, entre el 95 al 87% de la
grasa exiraida de las muestras esta constituida por los
acidos palmitico {9%), estedrico (3%), oleico (77%), ¥
linoléico (6%); en el caso de la fritura, hubo un incre-
mento leve del porcentaje de acidos grasos insaturados
acompanado de un descenso en los mono y poliinstura-
dos; sin embargo, las diferencias no fueron significativas
respecto al aceite crudo o &l experimentado en cual-
quiera de los tres procesos investigados. Los resultados
indican que los tratamientos culinarios (AOVE solo en
mezcla con agua) cambian la CFT, sin embargo el PAG
permanece constante. Por lo que, dada |a estabilidad del
PAG, una adecuada eleccién de los métodos a nivel
doméstico garantizard un aporte dptimo de antioxidan-
tes polifendlicos.

Efectos de la manipulacicn sobre la
calidad higiénica de aceite de oliva

Samaniego Sdnchez ', Nassira El haouvhay', Asehraou &%,
Villalon MirM*, Ldpez Garcla de la Seirana H'

'Dpto. Mufricion y Bromatologia. Facultad de Farmacia. Univar-
sidad de Granada. :Deparment of Biology. Faculty of Sciencas.
University Mohamed Premier. Oujda. Marruecos.

Introduccidn: El acelte de olva es un alimento fundamen-
tal de la dieta mediterrénea. Su consumo es beneficiosos
gracias a su contenido en Acidos grasos insaturados y en
componentes antioxidantes. Diferentes tactores influyen
en la calidad del mismo entre ellos la manipulacion
durante las etapas de su produccién. La manipulacion
inadecuada junto al mal almacenamiento de la aceituna,
afectan negativamente a la calidad higiénica del mismo.

Material/méfodos: Se han analizado 46 tipos de aceiles
procedentes de almazaras tradicionales marroquias,
que escapan a cualquier tipo de sistema de control de
calidad. Se han realizando anélisis microbioldgicos ¥
pruebas de calidad seg(n los métodos actuales recogi-
dos en la reglamentacién espafiola. Las muestras estan
clasificadas en 3 grupos seg(n el tiempo de almacena-
miento de las aceitunas antes de su trituracion: Grupo A:
1a7dias, Grupo B: 15a20dias y Grupo C: 20 a 40 dias.
Resultadosconclusiones: Los resultados indican presen-
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cia de grados de acidez de 0,56-1,97% en el grupo A, de
2,74-8,14% en elgrupo By de 0,57-17,79% en el grupo C.
Los analisis microbiolégicos muestran la presencia de
Mesbfilos, Psicrotréficos, Levaduras y Mohos, en todos
los grupos, y ausencia de Enterobacterias. Estos microor-
ganismos producen lipasas que provocan la hidrolisis de
los triglicéndos, aumentando la produccidn de los Acidos
grasos libres que se traduce por un grado de acidez alto.
Lamayoria de las muestras de aceite de grupos By C pre-
sentan grado de acidez elevado, asi clasificados como
lampantes segin el Reglamento de la Unidn Europea (CE
2002). La manipulacidn inadecuada de las aceitunas, las
incorrectas condiciones de su almacenamiento, la falta de
control higignico v la conservacion del aceite en envases
no adecuados, favoracen el crecimiento de microorganis-
mos, mermando la calidad microbiolégica higiénica y
nutritiva del aceits.

% Efecto del envasado envidrio en lacom-
posicion de dos variedades de judias del
ITACYL, “almonga”y “curruquilla”

Asensio-Vegas C', Pedrosa MM, Olmedilla-Alonso B2,
Asensio MPC, Manzanera 54, [beas-Garcla A*

'Instituto Tecnolégico Agrario de Castillay Ledn (ETL). Palen-
cia. #nstituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y
Alimentaria ({Dpto. Tecnologia de los Alimentos). Madrid. *Insti-
tuto de Clenday Tecnologia de los Almentos y Nutricidn (Dpto.
Metabolismoy Nutricién). Madrid. #Instituto TecnolégicoAgrario
de Castila y Lebn (Area de Agricultura). Valladaolid.

La judia comin (P. vulgaris L.) s la leguminosa de con-
sumo humano méas importante a nivel mundial por su
gran valor nutricional. Solo con aumentar su consumo
podrian llegar a reducirse algunas enfermedades créni-
cas Yy situaciones de malnutricién. Para su consumao es
necesario &l tratamiento térmico, que elimine sus facto-
res antinutricionales.

Material y méfodos: Se ha estudiado &l efecto del enva-
sado en vidrio (remojo, escaldado a 70" C durante 8'y
coccidn a 116 *C durante 42°) en dos variedades de
judias, ‘Almonga’ (grano blanco) y ‘Curruquilla’ (grano
crema), en los compuestos bioactivos (azlcares solu-
bles, inositol fosfatos totales (IP), inhibidores de tripsina
(IT), lectinas (PHA) y fenoles totales), en la actividad
antioxidante, en el contenido mineral y en componentas
nutricionales (proteina, grasa, fibra alimentaria, almiddén,
amilosay amilopecting).

Resullados: El proceso reduce en ambas variedades el
contenido en sacarosa y oligosacéridos de la familia de la
rafinosa. Hay una reduccién del 50% en el contenido total
de IPy del 98% en IT. En crudo difieren significativamente
en lecting, eliminandose ésta en las dos tras el tratamiento
térmico. El proceso reduce el contenido fendlico en ambas
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Oxidative stress in human aging

El haouhay N, Araceli, Bijkdaouene L, Tapias V, Lopez, LC, Rivas I, Escames G,
Granados, MJ, Acunia-Castroviejo D.

Depuriumeniv de Fiviclugia, Instiiuio de Biotecnologla, Untversidad de Granada,
Espatia.

Among the factors leading to aging the production and accumulation of free
radicals are of great importance, It is now consider that both reactive oxygen (ROS)
and nitrogen (RNS) species participate in the slow and progressive oxidative damage
during aging. Thus, an increase in free radicals and decrease in oxidative defense
mechanisms take place along the life. The purpose of this study was to assess the
degree of oxidative damage in normal aged people and to compare it with normal
young ones. Two experimental groups were done: a) young group, comprising 30
healthy adults aged between 30-30 years, and b) aging group, comprising 70
individuals aged between 70-80 vears, without any age-associated disease and
without medication. Each individual was sampled at 9 am, and plasma levels of both
reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione, glutatione peroxidase (GPx) and
reductase (GRd), lipid peroxidation (LPO), nitrites and melatonin were measured.
The results show that age is associated with a significant increase in LPO, an
increase in GSSG/GSH ratio, and a reduction in both GPx and GRd activities. Nitrite
levels were also reduced with age. These data strongly suggest a significant increase
in oxidative damage in aged people, that depends on both an increase in production
of free radicals and a reduction in the antioxidant defenses. The nitrite reduction with
age possibly depends on the age-related increase in superoxide anion production,
which inturn reacts with nitric oxide producing peroxynitrites, thus reducing the
levels of plasma nitrite (1),

Supported by grant G03/137 from ISCIII, Spain.
1. Escames G, etal. FASEB J 17:932-934, 2003,
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Melatonin counteracts mitochondrial damage during sepsis.

Lopez LC, Escames G, Samno F, Rivas I, Tapias V, Bikjdaouene L, El haouhay N,
Beatriz, Acufia-Castroviejo D.

Departamento de Fisiologia, Instiwto de Biotecnologia, Universidad de Granada,
Esparia

It is believed that diaphragmatic and heart failure during sepsis depend on cell
deenergization due to mitochondrial oxidative. In this study, we evaluated the
activity of the electron transport chain (ETC) complexes during experimental sepsis.
We also evaluated the effectiveness of administration of melatonin, a well-known
antioxidant (1) in preventing sepsis-induced ETC failure. Sepsis was induced by
cecal punction in C57/Bl6 mice of 12-16 weeks of age. Four doses of melatonin (30
mg'kg, s.c.) were injected as follows: 30 min before puncticn, immediately after
punction, and 4 and 8 hours after surgery. Twenty-four hours after punction, the
animals were killed and purified mitochondria from diaphragm, heart and skeletal
muscle were prepared. The activity of ETC complexes was measured by classic
enzymatic methods (1). Sepsis induced the complex 1, 11, [IT and 1V inhibition by 30-
60% in mitochondria from all tissues. Melatonin administration counteracts the
decrease in ETC complexes activity due to sepsis, restoring the normal funtion of
mitochondria. The results, together with those showing that melatonin maintains
intramitochondrial glutathione homeostasis (1, 2), suggest that mitochondria 1s a
target for melatonin intracellular action. From these data it can be concluded that
melatonin may be beneficial for the treatment of sepsis .

Supported by grant FIS01/1076 from 1SCIIT, Spain.

1. Martin M, et al. FASEB J. 14:1677-1679, 2000.

2. Escames G, et al. FASER J 17:932-034, 2003.
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Melatonin counteracts rotenone-induced mitochondrial oxidative damage in
PCI2 cells

Rivas I, Tapias V, Lépez LC, Bikjdaouene L, El haouhay N, Escames G, de la
Torre,Y, Acufla-Castroviejo D.

Departamento de Fisiologia, Instituto de Biatecnologia, Universidad de Granada,
Espaiia.

It is suggested that glutathione (GSH) depletion within the substantia nigra of PD
patients affects mitochondrial function. GSH regulates intramitochondrial redox
status (1) and closes the permeability transition pore (PT). Rotenone is a selective
inhibitor of the electron transport chain (ETC) complex 1 and it is used
experimentally to produce PD. In this study, we evaluated the role of melatonin o
counteract rotenone-induced mitochondrial failure in PC12 cells, and compared it
with cyclosporine A (CsA), an inhibitor of the PT. Differentiated PC12 cells were
mcubated in the presence of rotenone at different concentrations and GSSG/GSH
ratio and glutathione reductase (GRd) and peroxidase (GPx) activities, were
measured. Rotenone induced a dose-dependent increase in GSSG/GSH ratio and a
reduction in GRd activity. Pretreatment of the cells with melatonin (10-100 nM) by
24 hours normalizes GSSG/GSH ratio and increased GRd activity. When PC12 cells
were cultured with rotenone in the presence of 3 uM CsA, the GRd activity was
partially recovered but GSSG/GSH remained decreased. These results supports
previous data showing that melatonin plays a central role on mitochondrial redox
homeostasis (1), nevtralizing GSH depletion in PD (2), The data also suggest that
melatonin is much more efficient to increase intramitochondrial GSH pool that CsA.
Thus, melatonin may maintain the PT closed increasing GSH levels, and this may
account for the antiapoptotic role of the indoleamine.

Supported by grant SAF01-3191 from MCyT, Spain.

1. Martin M, et al. FASEB J 14:1677-1679, 2000,

2. Khaldy H, et al. Newrobio Aging 24:491-500, 2003,
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Melatonin conteracts sepsis-induced mtNOS and NO production in mice.

Escames G, Sarno F, Lopez LC, Rivas 1, Tapias V, Bikjdaouene L, El haouhay N,
Navarro A, Acufia-Castrovigjo D.

Departamento de Fisiologia, Instituto de Biotecnologia, Universidad de Granada,
Espafia.

Sepsis is associated withi a strong induction of iINOS and NO. High levels of NO
inhibit electron transport chain mitochondrial (ETC), leading to a increased
production of both oxygen and nitrogen free radicals. The recently described
mitachondrial NOS isoform seems to play a role in the control of the ETC activity. It
has been recently demonstrated that melatonin inhibits the expression of mtNOS in
septic tats (1). The objective of this work was to study the changes in miNOS and
NO in mitochondria from diaphragm, heart and skeletal muscle of mice after sepsis
induction. Sepsis was induced by cecal punction in C57/BI6 mice of 12-16 weeks of
age. Four doses of melatonin (30 mg/kg, s.c.) were injected as follows: 30 min before
punction, immediately after punction, and 4 and 8 hours after surgery. Twenty-four
hours afier punction, the animals were killed and Percoll-purified mitochondria from
diaphragm, heart and skeletal muscle were prepared. The activity of mtNOS and
levels of NO were determined in these preparations. The results show that sepsis
induces a strong increase in both miNOS activity and NO production in the three
tissues assayed, whereas melatonin administration retumed them fo basal levels.
These data correlate well with the changes in ETC activity also seen in these
mitochondria, and support that mtNOS is inducible in some conditions such as
sepsis. The recovery of mitochondrial function after melatonin administration also
suggest a role for the indoleamine in the control of mtNOS activity and thus, m
mitochondrial homeostasis (2).

Supported by grant FIS01/1076 from ISCII1, Spain.

1. Escames G, et al. FASER J. 17:932-34, 2003,

2. Acufia-Castroviejo D, et al. Curr Top Med Chem 2:133-31,2002.
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	1.2. Características botánicas del olivo.
	El olivo (olea europaea L) pertenece a la familia Oleaceae, es un árbol de tamaño mediano de unos 4 a 8 metros de altura y puede permanecer vivo y productivo durante cientos de años (Uceda et al., 2000). Requiere intensidades de luz elevadas para la d...

	1.3. La aceituna como materia prima: estructura, composición y variedades.
	Figura I.2. La Picholine marroquí en su estado de maturación
	Es la variedad principal de Marruecos, representando el 96% de las aceitunas cultivadas (COI, 2012). Se adapta bien a las condiciones de clima y suelo, y es resistente a la sequía. Dentro de sus distintas formas, se han efectuado una selección para in...
	1.4. Normativas y clasificación de los aceites de oliva en Marruecos.
	En Marruecos, la normativa aplicada para la comercialización del aceite de oliva es la del consejo oleícola internacional (COI, 2013a) y se distinguen las categorías citadas a continuación: (Tabla I.2).
	UAceite de oliva virgen destinada al consumoU:
	-Aceite de oliva virgen extra
	Aceite de oliva virgen cuya acidez libre, expresada en ácido oleico es como máximo de 0.8 g por 100 g.
	-Aceite de oliva virgen
	-Aceite de oliva refinado
	-Aceite de oliva
	Aceite de oliva constituido por una mezcla de aceite de oliva refinado y de aceites de oliva vírgenes, cuya acidez libre expresada en ácido oleico, no podrá ser superior a 1g por 100g.
	-Aceite de orujo de oliva
	-Aceite de orujo de oliva bruto
	-Aceite de orujo de oliva refinado

	Radicales peroxilo (ROO.): son capaces de combinarse con átomos de hidrogeno de otro ácido graso, iniciando reacciones en cadena que pueden transformar los ácidos grasos de la membrana en hidroperóxidos (Halliwell, 1991). El peróxido más simple es el ...
	/
	2.2. Sistemas de defensa antioxidante.
	Según sus mecanismos de acción, los antioxidantes se clasifican en primarios, secundarios ó terciarios:
	2.3. Antioxidantes presentes en el aceite de oliva.

	2.4. Medida de la actividad antioxidante.
	El ensayo FRAP se basa en la capacidad del antioxidante para reducir Fe3+ a Fe2+, (Figura I.13), el mecanismo reductor férrico de FRAP se fundamenta en la  transferencia de electrones en lugar de la transferencia de un átomo de hidrógeno (Prior et al....
	/
	Figura I.13. Reducción del FRAP.
	El ensayo FRAP es sencillo, rápido (generalmente 4-6 min), de bajo costo y se puede realizar a través de protocolos semiautomático o automático (Cerretani and Bendini, 2010).
	Se empleo el FRAP para la determinación de la actividad antioxidante a nivel de vino (Anastasiadi et al., 2010; Lutz et al., 2012), hojas del olivo (Hossain et al., 2008; Hayes et al., 2011), frutos del olivo (Ziogas et al., 2010), hueso de las aceitu...
	-DMPD (dicloridrato de N, N-dimetilpfenilendiamina)

	3. CONCEPTO DE CALIDAD EN EL ACEITE DE OLIVA.
	La calidad se define como “grado o nivel de excelencia” o “grado de pureza”, según las definiciones del diccionario, y en cuanto al concepto de “Calidad Alimentaria” existen numerosas definiciones. Y entre ellas comentamos la siguiente: “Calidad es aq...
	Las características o atributos de aceite de oliva, que determinan su calidad vienen recogidas en numerosos estudios (Parenti, et al., 2007; Servili et al., 2008; Cerretani et al., 2008; Bendini et al., 2010; Dabbou et al., 2011; Masella et al., 2011;...
	3.1. Criterios químicos de calidad de aceite de oliva.
	El aceite de oliva es clasificado según parámetros o criterios de calidad que determinan sus características. Los principales  criterios químicos de calidad son: acidez, índice de peróxidos y absorbancia en el Ultravioleta.
	3.2. Criterios microbiológicos de calidad de aceite de oliva.
	3.3. Índices de deterioro de calidad relacionados con el aceite de oliva.
	3.3.1. Hidrólisis de triglicéridos.
	La degradación o hidrólisis de los triglicéridos se realiza por acción de lipasas.
	-lipasas
	3.3.2. Oxidación de los ácidos grasos.
	3.3.3. Degradación de los polifenoles.
	3.3.4. Perdida de la capacidad antioxidante.
	4. SISTEMAS DE CONTROL DE CALIDAD EN LA INDUSTRIA DEL ACEITE DE OLIVA.
	4.1. Los Planes Generales de Higiene.
	4.2. El sistema de Análisis de Peligros y Puntos de Control Críticos (APPCC).
	3.2.2. Índice de peróxidos.
	El índice de peróxidos expresado en miliequivalentes de oxígeno activo por kilogramo de aceite, a los 3 meses de almacenamiento del aceite (Tabla III.11 y Figura III.11) presento valores más bajos de 3,17 ± 1,32 a 3,49 ± 0,73 meq O2/kg en los aceites ...
	Los valores de coeficiente de absorbancia K232 determinados en las muestras de aceite almacenadas a los 3 y 6 meses se encuentran recogidas en la Tabla III.12 y en la Figura III.12.
	/
	Tabla III.12. Evolución de la absorbancia en el Ultravioleta para aceites procedentes de almazara de granito y de madera y envasados en PET y vidrio.
	La absorbancia en 232 nm indica un inicial estado de oxidación y formación de conjugaciones dienos. En relación con fenómeno oxidativo y con el fin de evaluar la actividad de pro-oxidante de los triglicéridos en ausencia de cualquier posible interfere...
	/
	/
	Figure III.13. Evolución del K270 en aceites procedentes de una almazara de granito y de madera y envasados en PET y vidrio.
	Por su parte, el método FRAP (Figura III.21) también ha sido empleo para medir la actividad antioxidante a nivel de aceite de oliva (Ozgen et al., 2006; Kalogeropoulos et al., 2014). La reacción FRAP se realiza a pH ácido de 3,6 para mantener la solub...


