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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. Generalidades del aceite de Oliva.

1.1. Origen del olivo y difusion del cultivo.

El origen del cultivo se pierde en el tiempo, coincidiendo y confundiéndose su
expansion con las civilizaciones que se han desarrollado en la cuenca del Mediterraneo. El
origen del olivo cultivado se sitia en Asia Menor hace unos seis milenios. El olivo, cuyo
nombre botanico es Olea Europea Sativa, pertenece a la familia de las Oleaceas y al orden
de los Ligustrales, es una planta de hoja perenne que, segin las areas geograficas de

crecimiento, presenta variedades diferentes.

El origen del cultivo del olivo es incierto. Por
un lado se conoce el oleastro, matorral
espinoso de frutos pequefios, poco utiles para
el hombre, pero muy extendido en el dmbito
mediterraneo (Standish., 1960). Se piensa,
por otro lado, que en la edad de Cobre (4000
a.C.), en Oriente Proximo, fue seleccionada
una variedad de frutos grandes y carnosos,
conseguida por hibridaciones entre olivos
africanos y orientales. El fruto del olivo fue,

entonces, utilizado inmediatamente con fines

alimenticios. El aceite, obtenido de las aceitunas con métodos aun primitivos, era utilizado
con diversos objetivos: como alimento, como ungiiento, como alimentacion de lamparas,
Sinuh¢é el Egipcio (1971-1178 a.C.) menciona el aceite fino en casa del hijo del rey,
también conoce el uso del aceite para ungir el cuerpo contra las grietas y las quemaduras

de la piel. (Blanquez et al., 1996)
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Los olivares se citan en los libros del Antiguo Testamento, como el Deuteronomio y
los de Jeremias, Oseas y Joel, ya que el aceite era muy necesario para la salud. El sentido
religioso del olivo aparece en la Biblia, los reyes y sacerdotes son ungidos con aceite. Asi,
la Biblia cuenta que cuando No¢ soltd una paloma, €sta regresé hasta su arca o navio con
un ramo de oliva en el pico. Era, posiblemente, la unica especie vegetal que no habia
sucumbido a la catastrofe del diluvio. Quizés asi, el olivo se convirtié para los antiguos
cristianos en representacion de la paz, como hoy sucede con la figura de una paloma con

un ramo de oliva en su pico.

La presencia del olivo en la mitologia es de gran importancia, directamente
proporcional a la utilidad de la planta. El mismo origen de Atenas es relacionado a la
instalacion del olivo por parte de Atenea, en lucha con Poseidon por la supremacia en la
proteccion de la ciudad. Para calmar la contienda entre ellos, el sumo Zeus intervino, y
estableci6 conceder el dominio de aquel territorio a quien fuera capaz de aportar el regalo

mas util para la humanidad.

Poseidon llevdo un caballo, animal
resistente, veloz y capaz de aliviar el
trabajo de los hombres; Atenea, en
cambio, aparecid con una pequeia ramita
retorcida entre las manos, de sutiles
hojuelas de color verde argénteo.
Poseidon ya estaba saboreando la victoria
cuando Atenea empezd a explicar las

extraordinarias propiedades del olivo: una

planta fuerte, capaz de vivir largos afios y de producir frutos apetitosos y sabrosos, de los
que los hombres podian extraer un liquido ideal para sazonar la comida, dar fuerza al
organismo, aliviar las heridas y también alumbrar la noche. La victoria de la diosa fue
aplastante. Zeus decretd vencedora a Atenea, al donar a los ciudadanos la planta mas util y

le fue concedida la soberania sobre toda la region.
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En muestras de tierra del Peloponeso occidental, cuyo origen se remonta al siglo XX
a.C. se han identificado granos de polen fosilizados, cuya proporciéon va en aumento a
medida que pasamos a estratos mas modernos, para alcanzar su punto algido en torno al
siglo X a.C. También en los yacimientos pliocenos de Mongardino (Italia) se han
encontrado hojas de olivo fosiles, lo mismo que en estratos del Paleolitico superior de
Relilai (Africa). Entre las plantas que figuran en el inventario de las que cultivd Inena en
su huerto de Tebas (unos 1500 afios a.C.) se incluye el olivo, con cuyas ramas se trenzaron

algunas de las coronas encontradas en los sarcofagos de ciertas momias de los faraones.

La llegada a Europa probablemente tuvo lugar de mano de los Fenicios, en transito por
Chipre, Creta, e Islas del Mar Egeo, pasando a Grecia y mas tarde a Italia. Los primeros
indicios de la presencia del olivo en las costas mediterraneas espafiolas coinciden con el
dominio romano, aunque fueron posteriormente los arabes los que impulsaron su cultivo en
Andalucia, convirtiendo a Espafia en el primer pais productor de aceite de oliva a nivel
mundial. Los antiguos romanos clasificaron el aceite de aceituna en cinco calidades:
“oleum ex albis ulivis" procedente de la molienda de las aceitunas verdes, "oleum viride"
procedente de aceitunas recogidas a el estadio mas avanzado de maduracion, "oleum
maturum" procedente de aceitunas maduras, "oleum caducum" procedente de aceitunas
caidas a tierra y "oleum cibarium" procedente de aceitunas casi podridas, que fue destinado

a la alimentacion de los esclavos.

El cultivo del olivo sale de la cuenca mediterraneca con el descubrimiento de América,
en 1492. En tiempos mas modernos el olivo ha continuado su expansion mas alla del
Mediterraneo, cultivandose hoy en lugares tan alejados de su origen como la region

sudafricana, Australia, Japon 6 China (Uceda et al., 1997).
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En los ultimos afios al conocerse nuevos datos nutricionales, la ciencia médica esta
comprobando lo que los antiguos doctores ya conocian: que el aceite de oliva es una fuente
nutricional muy importante para la salud humana, asi como un factor preventivo en muchas

enfermedades relacionadas con la nutricion (Kiritsakis., 1992).

1.2. Caracteristicas botanicas del olivo.

El olivo pertenece a la familia Oleaceae, que comprende 20-29 géneros principales,

segun el sistema de clasificacion (Morettini et al., 1972).

El olivo es un arbol que puede tomar dimensiones y formas muy variables, es un arbol
polimorfo, que 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 (Tombessi et al., 1986).

Tiene hojas largas de una media de 5 a 8
centimetros, de forma lanceolada, verdes en la
parte superior y grises plata en la parte inferior,
que viven una media de unos 3 afios. Las raices

tienen muchas ramificaciones superficiales que

desarrollan la mayor parte de la actividad de absorcion 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
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aproximadamente los diez afios; luego se vuelve nudoso, con surcos profundos y retorcidos

y toma color oscuro, casi negro.

Espaiia cuenta con olivares repartidos por casi todo el territorio nacional lo que le lleva
a la cabeza de la produccion de aceitunas del mundo. La superficie de olivar de Espafia es
de 2.423.841 hectareas repartidas por regiones, el niimero total de olivos es de

307.758.000.

Region Superficie
Andalucia 1.480.162 ha
Extremadura 267.284 ha Tabla 1: Datos obtenido de la Agencia para el aceite de oliva AAO. Ministerio de
Centro 332 463 ha agricultura, Pesca y Alimentacion
Ebro 178.803 ha
Levante 165.129 ha

1.3. La aceituna como materia prima: estructura, composicion y variedades.

El fruto del olivo es una drupa y estd formada por tres partes: la parte exterior o
epicarpio o cascara (1-2 %), la parte mediana o mesocarpio o pulpa (68-86 %) de la que se
saca el 70% del aceite y la parte interna o endocarpio o avellano (20-30 %) del que se saca
el restante 30%. Morfologicamente la aceituna no se diferencia de otras drupas, su
composicion quimica y sus cualidades organolépticas son muy diferentes. Es la unica
drupa que no es dulce (baja concentracion de azlicares 2.5- 6%), sino claramente amarga,
lo que impide consumirse de forma inmediata tras su recoleccion, es necesario someterla a

procedimientos especiales.

El componente mayoritario de la aceituna es el agua (50%),
que depende del contenido de aceite (22%). En su composicion
hay también aztcares (19%), por transformacion del almidon
inicial, celulosa (6%) y proteinas (1,6%). Otros compuestos

como elementos minerales (1,6%), vitaminas 6 compuestos

fenolicos estan presentes en menor proporcion (Kiritsakis et al., 1992) Las vitaminas
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liposolubles permanecen en la pulpa hasta el final de la elaboracion, mientras que las

hidrosolubles se pierden en mayor o menor medida, dependiendo del modo de elaboracion.

Las producciones de aceitunas varian sensiblemente cada afio por lo que las cifras que
siguen recogen los valores correspondientes a la media de los 5 tUltimos afios. La
produccion media en el mundo es de 1,3 Millones de Toneladas/afio, en la UE de 469.00
Toneladas/afio, y en Espafia la produccion media es de mas de 300.000 Toneladas/ afio. Es
el primer productor mundial lo que supone aproximadamente el 75% de la produccion
Europea y la produccion media en Andalucia es de 270.000 Toneladas/afio. Supone

normalmente las tres cuartas partes de la produccion nacional.

El aceite obtenido de su fruto, considerado como uno de los alimentos de la dieta
mediterranea, es cada vez mas apreciado por sus cualidades organolépticas, que lo
convierten en una grasa ideal en gastronomia y que aporta unas caracteristicas
nutricionales muy apreciadas, tanto en la prevencion de enfermedades degenerativas

asociadas al estrés oxidativo como en la patologia cardiovascular.

e Procesos de maduracion de la aceituna

Alrededor de mayo o junio se da la formacion de pequetias flores blancas y verdes
agrupados en forma de racimo. La polinizacion la facilita el viento; existen variedades auto
incompatibles (que no fecundan solas) que necesitan la presencia de otra variedad que
tenga una época de floraciéon que coincida de modo bastante preciso para que pueda
realizarse la polinizacion cruzada. También existe una variedad auto compatible cuyas
flores pueden ser fecundadas por el propio polen que producen. 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 clésicas drupas de color
negro morado. Los frutos de la aceituna no pueden ser consumidos tal cual aparecen en el
arbol: también las destinadas a la mesa son sometidas, después de la coleccion, a

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

maduracion de los frutos (Kiritsakis et al., 1992)..

e Variedades de aceitunas.

Existen muchos tipos y variedades de aceituna, tanto para el consumo en verde como

para la produccion de aceite, de entre las mas conocidas destacan:

> Variedad Picual:

]

Constituye la variedad mas extendida no solo en Espaia, sino
también en el mundo, representando el 20% del olivar mundial. Se
calcula que en Espana alcanza el 50% siendo la zona de Andalucia
en donde alcanza una mayor difusién, se cultiva

fundamentalmente en las provincias de Jaén, Cordoba y Granada.

Una caracteristica muy importante de los olivos picuales es su alta productividad. Esto

ha influido en una intensificacion de sus plantaciones, ademas el arbol se adapta

perfectamente a diversas condiciones de clima y suelo siendo tolerante a las heladas. Los

unicos factores perjudiciales para esta variedad son las sequias y los terrenos muy calizos.

La variedad Picual tiene un rendimiento graso elevado que puede alcanzar el 25%, un

elevado indice de estabilidad (por su alto contenido en polifenoles) y un alto contenido en

acido oleico. Destacaremos también su elevada resistencia al enranciamiento gracias a la

cantidad de antioxidantes de origen natural que contiene. La variedad Picual se

promociona poco por el sector comercial, en parte debido al ligero sabor amargo que

presenta. Pero destacar en este sentido que, precisamente, los componentes responsables

del sabor amargo son también los responsables del mayor poder antioxidante y, por tanto,

de su estabilidad.
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Su aceite posee una gran fuerza, sabor afrutado, un amargor intenso y claros tonos
picantes. Esta variedad recibe diferentes nombres segun la zona de produccion, pero su
nombre se debe a la forma pronunciada del fruto, que termina en pico. La relacion

pulpa/hueso esta entorno a 5.6.

Los aceites de oliva utilizados en el presente estudio, proceden de esta variedad de

aceituna.

» Variedad Hojiblanca:

Es la tercera variedad olivarera en importancia en nuestro pais,
- después de la picual y la cornicabra, con una superficie de cultivo
@ . proxima a las 220.000 ha, repartidas por las provincias de

Cordoba, Malaga, Cadiz, Granada y Sevilla. También conocida

con la denominacion de 'lucentino', por los reflejos metalizados
que tienen sus hojas al darle el sol, es una variedad apreciada por su resistencia a suelos

calizos.

El nombre le viene del color del envés de la hoja que hace que el olivo presente un
aspecto plateado en la lejania. Su fruto se usa tanto para aceituna de mesa negra, como para
la produccion de aceite, presentan un contenido en aceite bajo, aunque de buena calidad.
Es oblongo, de tamafio medio, con una relacion pulpa/hueso elevada, con un rendimiento

graso de esta variedad es bajo, en torno al 18%.

La composicion de 4cidos grasos es muy equilibrada con acidos saturados
relativamente mas bajos que en los aceites de otras variedades. No tienen una gran
estabilidad frente a la oxidacién por lo que es recomendable mantener estos aceites

protegidos de la luz y sin contacto con el aire.

Da unos aceites de color verde intenso, con aromas de frutas maduras y recuerdos de

aguacate, presentado un sabor agradable con ligero amargor y picor.

10
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> Variedad Cornicabra:

Es la segunda variedad mas cultivada en lo que a nimero de

= hectareas se refiere pero la tercera en produccion. Originaria del
. @ pueblo toledano de Mora, es la gran variedad manchega (Toledo y

Ciudad Real). Es larga y puntiaguda, con forma de cuerno, de ahi

la procedencia de su nombre. En ciertas zonas se le conoce como

Cornezuelo, Corniche y Osnal.

El arbol del que proviene es muy resistente a las sequias, heladas y frios. El
rendimiento graso se sitia en torno al 19%. El aceite presenta una gran estabilidad debido a

su alto contenido en 4cidos grasos monoinsaturados.

Sus aceites son de color amarillo verdoso a oro. Aromas frescos y sabor entre dulce,

amargo y algo picante.

> Variedad Picuda:

La picudo o picuda, también es conocida como carrasqueiia de Cérdoba ya que es muy
caracteristica de esta provincia. Se cultiva fundamentalmente en la zona norte de Granada,

Malaga, Jaén y en la zona Penibética Cordobesa.

El fruto maduro es de color negro y de gran tamafio. Recibe esta denominacion por el
apice apuntado y curvado de sus frutos, el rendimiento graso es del 20%. Las aceitunas

picudas también se destinan para consumo de mesa.

Son aceites muy equilibrados con una gran dulzura. Por su composicion en acidos
grasos, la picudo se coloca en la gama de aceites delicados ante la oxidacion, por lo que se

complementa con otras variedades como la picual.

11
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» Variedad Arbequina:

Es la aceituna por excelencia de Catalufia, aunque también se

encuentra en Aragon. Es originaria de la localidad de Arbeca, en

. . la provincia de Lérida. De tamafio pequefio, concentrada y

produce aceites con una gran intensidad aromadtica. Sus sabores

varian mucho dependiendo del tipo de suelo y clima.

Procede del olivo arbequin, que da un fruto pequefio pero muy apreciado por su precoz
entrada en produccién. Su rendimiento graso es bueno (en torno al 21%).Esta variedad de

olivo es de tamafio medio, frondoso y de buen aspecto cuando lleva el fruto.

Produce aceites frutados, entre verdosos y amarillos, con aromas a manzana y
almendra fresca suave y dulce. Amargan y pican muy poco, presentando una gran
suavidad. Por su composicion son aceites bastante delicados frente a la oxidacion, por lo

que una vez envasados hay que resguardarlos de la luz y el calor.

» Variedad Empeltre:

Se cultiva en el Bajo Aragon. Procede de un tipo de olivo pequefio, pero muy
fructifero, de aceituna negra azabache que es apta tanto para el consumo como aceituna de

mesa como para ser triturada.

El rendimiento graso de esta variedad esta en torno al 18%. De ella se obtienen aceites
de color entre amarillo paja y oro viejo. Tiene aromas de frutas, sobre todo de manzana y

un sabor suave y dulce que casi nunca presentan amargor ni picor.
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1.4. Definicion y clasificacion de los aceites de oliva.

El aceite de oliva es el mas antiguo lipido alimentario y ha sido uno de los
componentes mas importantes de la dieta mediterranea. Segin el Cdédigo Alimentario
Espaftiol (CAE), capitulo XVI, se dara el nombre de aceite de oliva 6 simplemente aceite, al
liquido oleoso extraido de los frutos maduros del olivo, sin que haya sido sometido a

manipulaciones o tratamientos no autorizados.

Segun el Reglamento (CE) n® 1989/2003 relativo a las caracteristicas de los aceites de
oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis, que modifica el

Reglamento (CEE) n® 2568/1991, los aceites se clasifican:

e Aceite de oliva virgen

Aceite obtenido a partir del fruto del olivo inicamente por procedimientos mecanicos 6
por otros medios fisicos, en condiciones, sobre todo térmicas, que no ocasionen la
alteracion del aceite, y que no haya tenido mas tratamiento que el lavado, la decantacion, la
centrifugacion y el filtrado. El aceite de oliva virgen debe tener como maximo, una acidez

libre de 2 g por 100 g expresada en acido oleico.

o Aceite de oliva virgen extra

Aceite de oliva virgen de caracteristicas irreprochables, cuya acidez libre expresada en

acido oleico es como maximo de 0.8 g por 100g.

e Aceite de oliva lampante

Aceite de oliva con una acidez libre, expresada en acido oleico, superior a 2 g por 100

g. Requiere proceso de refinado para poder consumirse.
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Aceite de oliva refinado

Aceite de oliva obtenido mediante la refinacion de aceites de oliva virgenes, cuya

acidez libre, expresada en acido oleico, no podra ser superior a 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. El refinado del aceite de oliva, consta de

una serie de etapas:

Desmucilaginado para separar las impurezas hidratables, se emplea agua caliente
a 60-70°C

Desacidificacion clasica con alcalis (saponificacion) o por medios fisicos para
favorecer la eliminacion de las sustancias volatiles en condiciones de temperatura
y de presion residual que permita también la eliminacion de los acidos grasos
libres

Blanqueado o decoloraciéon que elimina por adsorcion o particion los productos
coloreados presentes en el aceite o que proceden de fenomenos de degradacion,
tanto del aceite como de sus colorantes naturales. Emplea como agentes
decolorantes arcillas 4cidas y neutras o carbon activo.

Desodorizacion para eliminar del aceite toda sustancia olorosa que lo haga
desagradable al paladar. Técnicamente es una destilacion en corriente de vapor al
vacio.

Winterizacion o desceracion a temperaturas inferiores a 15°C, los aceites de oliva

depositan una capa sélida formada preferentemente por glicéridos.

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.
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e Aceite de orujo de oliva crudo

Aceite obtenido mediante tratamiento por disolvente del orujo de oliva, con exclusion
de los aceites obtenidos por procedimientos de reesterificacion y de cualquier mezcla con

aceites de otra naturaleza. Requiere ser refinado para su consumo.

e Aceite de orujo de oliva refinado

Es el aceite obtenido mediante refinacion del aceite de orujo de oliva crudo, cuya

acidez libre no podra ser superior a 0,3 g por 100 g de 4cido oleico.

e 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.

Las caracteristicas que deben cumplir los aceites segun el Consejo Oleicola

Internacional (Reglamento (CE) n® 1989/2003, aparecen indicadas en la Tabla 2.

) Aridos Ry Tifemmcia st | PSR
h B rudosem e B4 e areciépicy
Acider h 4 T Espmam- ) agaedépda i
N pemtmidos | Cmasmpkp [poskdm 2 | L HALCy . " o | Mediza g
Canpaia m 20,y | '.u:ig'.in!'- (il ] I_g T E.M | . IR .‘.lodu:-l il sickiia
m m ridos Bl fedako ?:f““f Funndo ()
[ Edric) Mo "
1. Ageie de aliva vimgen exm 408 310 5 150 315 s 015 502 3150 3022 1001 Md=0 ME=0
2 Aoei:deo'.i'rni!ge:l 210 220 5 150 z15 s 015 202 5 140 5015 =001 Mds 25 Mf=0
1. Aweie de olfva lmpente =10 - 23007 :15 £ 0,50 203 - - - Md=250 -
4 Ageie de oliva mlinada 303 4] 3 350 s18 ) 303 — 2 110 s 014 it A
5 Aweie de aliva campuesto erclusiama & s10 215 5 350 s18 - 503 - < 090 =015 - -
per acekes de aliva refinados ¥ aies de
afr ri:gr:les
. Aceie de arujo de aliva cudo - - =350 (9 521 - s 06 - - - - -
7. Awie d2 arujo & alivarelinada a03 25 = 350 222 - 205 - 2200 =020 - -
E Ageie de arujo de aliva z10 215 = 350 322 - 205 - 21710 =018 - -

Tabla 2: Caracteristicas de los aceites de oliva
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1.5. Proceso de obtencion del aceite de oliva: del olivar a la almazara.

El momento mas apropiado para la recoleccion de las aceitunas destinadas a la
extraccion de aceite, es cuando el fruto alcanza su maduracion 6ptima, en ese momento, el

contenido en aceite y la calidad del mismo, se encuentran a su nivel mas alto.

La tecnologia que lleva del fruto al aceite es muy compleja y, a menudo, la buena
calidad del producto depende de su correcta aplicacion: recolectar la aceituna en el grado
justo de maduracion, transformarla en un tiempo razonable, emplear las instalaciones

adecuadas y actuar en condiciones (COL, 1996).

Cuando el aceite es obtenido por sistemas de elaboracion adecuados y procede de
frutos frescos de buena calidad, sin defectos ni alteraciones y con la adecuada madurez,
posee excepcionales caracteristicas de aspecto, fragancia, y sabor delicado, y es

practicamente el Uinico de los aceites vegetales que puede consumirse crudo.

La extraccion del aceite con el método
tradicional, el molino de rulos (empiedro) y el
sistema de prensas, se empled hasta los afios
sesenta, era poco operativo y racional, ya que
las necesidades de mano de obra eran elevadas
y la limpieza e higiene eran dificiles.
Actualmente, la investigacion e innovacion

tecnoldgica ha provocado un paso adelante,

registrandose una importante transformacion

(Di Giovacchino et al., 1991).

16



Introduccion

e Fases del proceso de obtencion del aceite de oliva:

Figura 1: Diferentes fases del proceso de obtencion del aceite de oliva virgen. (Lendinez., 2004)
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Recoleccion

Para obtener un aceite de calidad, es fundamental recolectar la aceituna en el momento
optimo de maduracion, cuando la mayoria estd cambiando de color (envero), apenas
quedan aceitunas verdes y algunas estdn completamente maduras. Tradicionalmente se
recolectan cuando su color es verde-amarillo o negro-purpura. Como los frutos no maduran
a la misma vez, ni siquiera en el mismo arbol, la recoleccion se debe realizar cuando la

mayoria de las aceitunas alcanzan su madurez optima.

Los métodos de recoleccion han permanecido
invariables durante siglos, solo recientemente se
han introducido nuevas técnicas para facilitar la
recoleccion. El método ideal de recoleccion es el
ordefio, a mano. Las operaciones previas que se

realizan antes de llegar a la almazara son

preparacion del terreno, recogida de frutos caidos

de forma natural, derribo del fruto del arbol y recogida y limpieza del mismo antes de su
presentacion en la industria transformadora. La recogida de la aceituna puede ser manual
(por vareo 6 por ordefio), es el método mas inocuo para el arbol y las aceitunas 6

mecanizada (con vibradores).

Lo mas importante es no dafiar la aceituna y transportarla lo antes posible a la
almazara, para que el fruto no se deteriore. Actualmente, la recoleccion de la aceituna se
hace antes de alcanzar el punto 6ptimo de maduracion, para elaborar aceites mas verdes

que presenta un mayor contenido en sustancias antioxidantes y de mejor calidad.
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Molienda

La aceituna se debe molturar el mismo dia de su recoleccion, ya que al ser un fruto con
agua vegetal que fermenta y aceite que se oxida, el tiempo de almacenamiento deteriora
notablemente la calidad del producto final. En las almazaras las aceitunas se limpian y se
lavan, para eliminar materias extrafias, de la planta (hojas, ramitas, etc.) o de posibles

tratamientos sometidos al olivo.

Se realiza con trituradores de martillo o muelas de piedra, que rompen los tejidos
vegetales y liberan el aceite, formando una pasta homogénea. Se debe evitar la formacion
de emulsiones, que conlleva a un aumento en el tiempo de batido y en la temperatura de la
pasta, provocando ademas un desgaste en las partes metalicas que pueden contaminar el

aceite con trazas metalicas.

El producto de esta molienda se denomina pasta, la cual esta compuesta por alpechin,

aceite y materias solidas procedentes del hueso y de la piel de la aceituna.

Batido

Es una etapa basica en todos los sistemas de extraccion, donde se produce el fenomeno
de coalescencia (formacion de gotas de aceite grandes a partir de las pequeiias), lo que

facilita la separacion de las fases acuosa y aceitosa (4lba., 1999).

La temperatura de batido no debe ser muy alta (< 30°C), porque se destruyen los
componentes aromaticos, el color del aceite se vuelve rojizo y aumenta la acidez.
Generalmente las batidoras para evitar esos defectos, estan equipadas con un termostato

automatico.
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Es importante controlar durante el batido de la pasta el tiempo de duracion del batido,
que favorece el fendémeno de coalescencia y la temperatura del batido, que contribuye a

disminuir la viscosidad de los liquidos y por tanto mejor separacion en la centrifuga.

Separacion del aceite de oliva

La pasta de aceituna esta constituida por: aceite, trozos de hueso, agua y restos
celulares de las olivas molturadas. Para favorecer la separacion del aceite del resto de

componentes de la pasta, se aplica presion, centrifugacion o ambos sistemas.

» Extraccion por presion: la pasta de aceitunas obtenida de la molturacion y el

batido, se coloca en capachos de espato o fibra. Por presion, fluye el mosto
oleoso constituido por una mezcla de agua de vegetacion y aceite que
posteriormente hay que separar (decantacion o centrifugacion). En la actualidad
esta en desuso, ya que requiere estricta limpieza y elevada mano de obra. Los
aceites obtenidos por este sistema de presion, son excelentes, por la breve
duracion de la fase de batido y las bajas temperaturas empleadas durante todo el

ciclo.

» Extraccion por centrifugacién: se garantiza la automatizacion del proceso,

disminuyendo el elevado coste de la mano de obra.

Figura 2: Separador centrifugo

Cuerpo Este método se basa en la diferencia de pesos

centrifugo Extractor

entre los pesos especificos del aceite, del agua y

Alpechin

L

del orujo, y se realiza en un tambor horizontal

que gira a gran velocidad [Figura 2]. Este sistema

de centrifugacion es también denominado como

Aceite

continuo, dado que la inyeccion de la masa y la

Pasta Reductor
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separacion de los componentes se hacen de una manera continua.

Dependiendo del niimero de fases que se quieran obtener encontraremos dos tipos de

sistemas de obtencion del aceite (Mataix, 2001).

e Sistema continuo de tres fases

En este sistema se introduce un poco de agua del exterior para incrementar la fase
acuosa y facilitar la separacion del aceite. Se consume mas agua y se produce mas
alpechin. Tras la centrifugacion obtendremos una fase oleosa (aceite con restos de agua y
particulas s6lidas finas), una fase acuosa o alpechin (agua, algo de aceite y alguna particula

solida) y una fase solida (orujo con agua y algo de aceite).

Los componentes de un sistema de tres fases son el molino triturador, batidora,

decantador centrifugo horizontal y las separadoras verticales de aceite y de alpechin.

Con este sistema se obtienen altas producciones de aceites de calidad. El inconveniente
principal es el elevado consumo de agua (litro de agua por Kg de aceituna), que conlleva

ademas la produccion de alpechin.

e Sistema continuo de dos fases

Este sistema reduce drasticamente el agua de fluidificacion y lavado, y consigue que el

agua de vegetacion quede incorporada al orujo.

Tras la centrifugacion obtendremos una fase oleosa (aceite con restos de agua y
particulas solidas finas), una fase solida con bastante humedad (orujo con mas agua que el
que se obtiene en el sistema continuo de tres fases y algo de aceite), que se denomina

alpeorujo.

Los componentes del sistema de dos fases son el molino triturador, batidora,

decantador centrifugo horizontal y separadoras verticales de aceite.
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Con este sistema se obtiene un aceite de oliva virgen extra de mayor calidad y se
disminuye el consumo de agua potable. Sin embargo, supone un mayor gasto econdémico
debido a que, al no adicionar agua, el rendimiento de extraccion de la pasta es menor.
Ademas, hay mayor dificultad de manipulacion de los alpeorujos, debido a que tienen un

alto contenido de humedad.

» Extraccion parcial: es el denominado Método Sinolea, la extraccion del se hace

totalmente en frio y se efectiia la extraccion de goteo natural “gota a gota”
basandose, en su principio fisico de la diversa tension superficial entre el agua
de vegetacion y el aceite, posteriormente por sistema continuo se extrae el resto
del aceite. Los aceites obtenidos por este sistema son de mejor calidad, al no
estar en contacto con los capachos, en la extraccion por presion, ni se airean en

el caso de la centrifugacion.

1.6. Criterios de calidad para el aceite de oliva

Se define en general la calidad de un producto, por el conjunto de caracteristicas

propias que permiten apreciarlo como igual, mejor o peor que los restantes de su especie.

La calidad de un aceite depende de una serie de factores ambientales (clima y suelo),
genéticos (variedad), agrondmicos (técnicas de cultivo) y el conjunto de operaciones desde

su recoleccion hasta su envasado.

Los criterios basicos de calidad para la clasificacion del aceite de oliva son: acidez,
indice de perdxidos, absorbancia en el ultravioleta y caracteristicas sensoriales (olor y

sabor):

a) Grado de acidez: cantidad de acidos grasos libres, expresados en acido
oleico. La acidez es una anomalia resultante del empleo de frutos en mal

estado y/o sometidos a una mala conservacion.
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Indice de peroxidos: determina el estado de oxidacion e indica el deterioro
que pueden haber sufrido ciertos componentes de interés nutricional. Se

mide en miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo.

c) Absorbancia en el ultravioleta: parametro que se utiliza para detectar los

d)

componentes anormales en un aceite virgen y mide la absorbancia de un

aceite a la longitud de onda de 270 nm.

Caracteristicas organolépticas: conjunto de sensaciones detectables por los
sentidos: olor, sabor y color. Todas las expresiones demuestran que en el
control de calidad de cualquier alimento, es imprescindible recurrir al
“analisis sensorial”, en excepcion del desarrollo de un método analitico-
instrumental, cuyos datos son estrechamente correlacionados con los
criterios de calidad. EI color, el sabor y el aroma son los principales
parametros para la definicion de la calidad del aceite de oliva. El analisis
sensorial se realiza a través de las pruebas de panel, ensayos organolépticos
llevados a cabo bajo condiciones controladas, por un grupo de catadores
previamente seleccionados y entrenados, de acuerdo con técnicas
sensoriales preestablecidas. Los datos de las respuestas individuales se
tratan estadisticamente para conocer el error y objetivizar los resultados. La
temperatura de cata del aceite de oliva es de 28°C. Es esta temperatura la
que permite la volatilidad de los compuestos aromaticos en un liquido denso
y graso. Segun el COI se define cada uno de los términos que corresponden
a los atributos sensoriales que han de ser utilizados por los catadores durante

la aplicacion del método:
- Atributos positivos: frutado, amargo y picante.

- Atributos negativos: atrojado, moho-humedad, borras, avinado-

avinagrado, metalico, rancio.

- Otros atributos negativos: esparto, tierra, gusano, alpechin, pepino,

cocido, basto, lubricante y helado.(COI/T.20/Doc. N° 13/Rev 1).
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Algunos autores determinan el contenido en ceras como parametro de calidad, para
detectar la posible presencia de adulteraciones en el aceite de oliva virgen con aceites
obtenidos por solventes, ya sea oliva o semilla (Aparicio et al., 2000, Ranalli et al., 2001,
Pérez-Camino et al., 2002 Las ceras son compuestos organicos complejos que se

encuentran en la cuticula de las aceitunas, de las hojas y demas tejidos activos del olivo.

Actuan como barrera a la pérdida de agua por evaporacion y transpiracion de los
tejidos (Mataix., 1999), y el limite maximo permitido es de 250 ppm para los aceites de
oliva virgenes y de 350 ppm para el refinado. Cuando las concentraciones superan las 350
ppm se lo considera aceite de orujo de oliva y seguramente estara adulterado por el empleo
de solventes en la extraccion.

La interpretacion de los resultados en los aceites virgenes no es sencilla, y de forma
aislada puede llevar a serios errores. Lo mas correcto es que el analisis de ceras se

acompatfie con otras determinaciones (COI, Junio 2002):

- Adulteracion con aceite de orujo de oliva: uvaol y eritrodiol

- Adulteracion con aceite de oliva refinado: estigmastadienos e isomeros trans, K270 y
AK.

- Adulteracion grosera con aceite de semilla (girasol alto oleico, soja, etc.): perfil de

esteroles, esteroles totales, ECN 42 y descartar el contenido alto de eritrodiol-uvaol (> 4.5).

El contenido en ceras también puede ser inducido por fendmenos térmicos durante el
proceso de extraccion del aceite o por una mala separacion de los orujos, y se puede deber
al empleo de altas temperaturas en el amasado o a una mala separacion de los orujos en el

decanter.
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1.7. Composicién quimica del aceite de oliva

Las grasas son, junto con las proteinas e hidratos de carbono, los principales
componentes de los alimentos. La funcion principal es de fuente de energia, también
desempefian funciones como la de ser fuentes de acidos 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 alimentacioén son
de origen animal o vegetal; a estas tltimas se les llama “aceites vegetales comestibles” y se

dividen en dos grupos:

- Aceite de oliva, que se obtiene de la aceituna.

- 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

etal, 1988):

a) Fraccion saponificable: representa casi la totalidad del peso del aceite (98-99 % en el
total de su peso), constituida por los triglicéridos y los acidos grasos libres. La
composicion en acidos grasos del aceite de oliva varia mucho dependiendo del tipo de
cultivo, condiciones climaticas y de otra serie de factores (Vitagliano et al., 1960, Amelloti
et al., 1973; Kiritsakis et al., 1992; Fedeli et al., 1993). Los glicéridos se encuentran en
mayor proporcion en esta fraccion y son los que determinan las principales caracteristicas

fisicas del aceite.

Entre los acidos grasos mas abundantes se encuentra el d&cido monoinsaturado (AGMI)
oleico (70-75 %) (Rossell et al., 2001) y en menor proporcion los acidos poliinsaturados
(AGPTI) linoleico (12 %) (Tiscomia et al., 1998, Visioli et al., 1998) y linolénico. El acido
oleico presenta dos efectos importantes: desde el punto de vista de su estabilidad, los

aceites con mayor contenido en acido oleico son mas estables, y desde el punto de vista
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nutricional, estd demostrado que el aceite de oliva rico en acido oleico presenta efecto
beneficioso frente a diversas enfermedades (Fifto et al., 2000, Owen 2000a; Covas et al.,
2001; Galli et al., 2001; Visioli et al., 1998; 2000; 2000 a; 2001; 2002; 2002a; 2004,
2005; 2005a, Rastrelli et al., 2002, Carluccio et al; 2003; Lambert et al., 2005, Perona et
al., 2005). Un nimero creciente de estudios apuntan al papel crucial que desempefia el
aceite de oliva como integrante basico de la dieta mediterranea, de manera que, sus efectos
beneficiosos sobre la salud pueden atribuirse tanto a su alto contenido en acido oleico
como a la presencia de antioxidantes (Fito, 2003). Estudios recientes sobre prevencion de
algunas enfermedades parecen confirmar que existen sustancias efectivamente
“cardioprotectoras” en la alimentacion mediterranea, de las cuales las mas relevantes son

las antioxidantes, con una substancial presencia en el Aceite de Oliva Virgen Extra.

Una dieta rica en AGMI reducen significativamente los niveles de LDL, incluso en
algunos estudios se ha incrementado levemente el colesterol HDL (Gimeno et al., 2002a),

de modo similar al efecto de una dieta enriquecida en AGPI.

El consumo de aceite de oliva aumenta la ingestion de AGMI, sin elevacion
significativa de las AGS y asegura un consumo apropiado de AGPI esenciales, mejorando
el perfil lipidico asociado a patologias relacionadas con el dafio oxidativo (Galli et al.,
1999), como la enfermedad cardiovascular y la diabetes. Ademads, existen evidencias
cientificas de un efecto hipotensivo tras seguir una dieta enriquecida con AGMI, aunque se
precisan mas estudios para conocer si estos resultados son fruto de un nutriente en
particular 6 seria mas exacto hablar del bajo aporte de AGS junto con el alto nivel de
polifenoles del aceite de oliva virgen 6 simplemente de un efecto global de la dieta

mediterranea (Fito, 2003).

Los acidos grasos saturados se encuentran en cantidades semejantes o menores a las de

otros aceites vegetales.
b) Fraccién insaponificable: en el aceite de oliva, los componentes insaponificables

representan el 0.5- 1.5 % del total, en otros aceites como el de orujo, esta fraccion es de

alrededor del 2.5 %.
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1.7.1. Fraccion insaponificable del aceite de oliva.

Se denomina insaponificable al conjunto de constituyentes de los aceites que no
reaccionan con la sosa o potasa para dar jabones, y que tras la saponificacion continuan

siendo solubles en los disolventes cldsicos de la grasas (hexano, éter, etc.).

Esta fraccion esta constituida por un conjunto de componentes menores, de naturaleza
gliceridica y no gliceridica, estos ultimos aparecen a veces, en funcion de su estructura,
esterificados con los acidos grasos que forman el aceite (Mariani et al., 1993). En total,
representa un porcentaje inferior al 1.5 %, aunque posee una gran importancia desde el

punto de vista de su valor biologico.

Martinez de Vitoria y col., sefialan que el contenido de los distintos componentes de
esta fraccion puede modificarse por pérdidas tras los tratamientos a los que puede
someterse el aceite antes de su comercializacién, como ocurre en los procesos de refinado
(Martinez et al., 1999) y almacenamiento (Manzi et al., 1998). Esta fraccion se usa en el
estudio de las caracteristicas y genuidad de un aceite o grasa, debido a su variada

composicion (Boskou., 1998, Aparicio et al., 2003).

Los principales grupos de sustancias que componen la fraccion insaponificable son los

siguientes:
Hidrocarburos Esteroles
Pi Alcoholes
1gmentos . -
triterpenicos
Tocoferoles Productos Volatiles
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a)

b)

Hidrocarburos: el insaponificable de los aceites de oliva comprende una
fraccion importante de hidrocarburos. El mas abundante en el aceite de oliva es
el escualeno, hidrocarburo triterpénico saturado con seis dobles enlaces
conjugados. Intermediario de la biosintesis de esteroles, constituye hasta el 90
% de los hidrocarburos en el aceite de oliva virgen, mientras que en los
refinados su concentracion se reduce drasticamente. Otro compuesto presente es
el B-caroteno, precursor bioquimico de la vitamina A, dotado de accion
antioxidante. En esta fraccion se han identificado también, algunos
hidrocarburos aromaticos como fenantreno, antraceno y pireno a niveles traza

(Tiscornia et al., 1982; Jiménez et al 2001).

Esteroles: estos adquieren una importancia analitica especial, dada Ia
peculiaridad especifica de su presencia en el aceite de oliva. La diferencia entre
los diversos esteroles radica en el nimero y posicion de los dobles enlaces y en
la naturaleza de la cadena lateral. El aceite de oliva posee pequefias cantidades
de diversos esteroles, el mas abundante es el B-sitosterol (70-90 %), con un
mecanismo competitivo en la absorcion intestinal del colesterol (Viola, 1997),
su contenido es indicativo del grado de maduracion de la aceituna. El contenido
total en esterol del aceite de oliva es del orden de 180-265 mg/100g, vy puede
descender por oxidacioén durante la elaboracion y el almacenamiento (Leone et
al., 1976), y de 100-300 mg/100g de aceite (Ryan et al., 1998). La composicion
de esteroles de los aceites de oliva ha sido ampliamente estudiada (Boskou et
al.,, 1975; 2003, Fideli, 1977, Itoh et al., 1981; Kiritsakis, 1992), se emplean en
la actualidad para su determinacion analitica, métodos combinados de
cromatografia liquida, gaseosa y de espectrometria de masas. En el caso de
aceites de oliva la composicion de esteroles se utiliza para detectar mezclas

fraudulentas con otros aceites y grasas (Boskou., 2003).

Pigmentos: el aceite de oliva tiene un color verde-amarillo, que depende de la
variedad y del estado de madurez del fruto. Contiene, carotenoides, clorofila a y
b (verdes) y feofitinas a y b (marrones), responsables del especial color del

aceite de oliva. El aceite de oliva recifie molturado, tiene clorofilas a y b con
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una concentracion de 1 a 10 ppm, y feofitinas a y b de 0.2 a 24 ppm (Kiritsakis.
1992). Las clorofilas se degradan con facilidad a feofitinas, y el contenido
clorofilico del aceite disminuye segin progresa el proceso de maduracion de los
frutos. La composicion en pigmentos del aceite de oliva ha sido ampliamente
estudiada por Minguez- Mosquera y col (Minguez- Mosquera et al., 1985; 1986
a;, 1986b; 1987, 1988; 1989a; 1989b; 1990a; 1990b). Vazquez y col.
observaron que el aceite de oliva es muy sensible a una radiacion de 320- 700
nm. Esta sensibilidad es debida a la presencia de clorofilas que absorben la luz
en ese espectro (Vdzquez., 1980). Kiritsakis inform6 que los aceites de oliva que
contienen pigmentos verdes, deben ser protegidos de la luz durante su
almacenamiento, para minimizar los efectos de la oxidacion (Kiritsakis., 1992).
Los aceites refinados presentan una disminucion en el contenido pigmentario,
debido a fendmenos de adsorcion en la etapa de decoloracion y probablemente a

degradacion de los pigmentos a lo largo del proceso.

Alcoholes triterpénicos: se encuentran en mayor cantidad en la cuticula de los
vegetales, en una concentracion de 100-300 mg/g. Su determinacion constituye

una prueba para el reconocimiento de aceite de orujo en aceite de oliva.

Tocoferoles: son unos constituyentes importantes, contribuyen a dar estabilidad
al aceite de oliva y tienen un papel bioldgico beneficioso como antioxidante.
Representados en mas de un 90 % por la forma alfa, que es la mas activa
biologicamente. Importante fuente vitaminica alimentaria y elemento
estabilizador frente a la oxidacion. Presentan elevada inestabilidad frente a
tratamientos térmicos y en el proceso de refinado desaparecen completamente,
de ahi la baja proteccion del aceite refinado comparado con el aceite de oliva
virgen (Boskou, 1998, Jiménez et al., 2001). Su concentracion en los aceites es
mayor en aceitunas recolectadas al principio de la campafia y su contenido

queda marcadamente disminuido en aceites de oliva que han sido refinados.

Sustancias volatiles: el aceite tiene un aroma peculiar que se deriva de la

presencia de un alto numero de sustancias que en conjunto representan 250-500

29



Introduccion

ppm (Mataix., 2001), y son las responsables de su fragancia y sabor
caracteristico. Son compuestos volatiles de distinta naturaleza (hidrocarburos,
alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas, fenoles, acidos de cadena corta,

etc.)(COL, 1996) que se determinan facilmente (Vichi et al 2005)

La Tabla 2 (Mataix., 2001) recoge los componentes minoritarios de a fraccion

insaponificable del aceite de oliva virgen:

Componentes Conc. (mg/Kg)
Alcoholes triterpénicos 3500
Esteroles 2500
Hidrocarburos 2000
Escualeno 1500
Comp.Fenolicos 350
-caroteno 300
Alcoholes alifaticos 200
Tocoferoles 150
Esteres 100
Aldehidos y cetonas 40

Tabla 2: Fraccion insaponificable del aceite de oliva virgen.

Aunque la determinacion de la materia insaponificable parece sencilla es uno de los
métodos empleados en el andlisis de grasas y aceites que mas problemas puede presentar,
debido fundamentalmente a la carencia de exactitud y precision de los resultados. Esto ha
llevado a desarrollar nuevas propuestas y a modificaciones de la técnica establecida

(Karleskind et al., 1996). Las dificultades especificas encontradas son generalmente:

- Imposibilidad de extraer toda la materia insaponificable.
- Formacion de emulsiones que son dificiles de romper.

- Hidrolisis de jabones.

- Pérdida de algo de insaponificable durante la evaporacion y secado del disolvente.

- Saponificacion incompleta.
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En primer lugar se lleva a cabo la saponificacion del aceite y la separacion de la
materia insaponificable mediante la extraccion con un disolvente apropiado, como el éter
etilico o de petroleo. Los métodos mas satisfactorios se basan en la extraccion por via
himeda, es decir, extraccion de la materia insaponificable de una disolucion acuosa o

alcoholica del jabon.

En el método de petrdleo empleado por nosotros, la imposibilidad de extraer todo el
insaponificable se produce con mas facilidad, ya que la velocidad de extraccion es mas
lenta que con el éter etilico, aunque este presenta el inconveniente de la formacion de

emulsiones, que no son facilmente separable.

La mayor parte de los métodos para determinar la materia insaponificable especifican
que deben realizarse de tres a siete extracciones, aunque estas también pueden resultar
insuficientes. Este problema puede descubrirse evaporando el disolvente de la extraccion
final y determinando el residuo gravimétricamente, la cantidad de materia insaponificable
obtenida en la extraccion final deberia no deberia exceder de un miligramo (4paricio et al.,
2003). Es necesario secar correctamente el residuo insaponificable para asegurar la
eliminacion de las ultimas trazas de disolvente y agua que puedan estar presentes. Dada la
posible presencia de sustancias volatiles en el insaponificable, deben tomarse precauciones
que eviten unas condiciones extremas de secado. En algunos casos, se trata el extracto con
sulfato sodico anhidro para favorecer la eliminacion de agua y se filtra posteriormente, y
por ultimo, las trazas de humedad que puedan quedar se eliminan secando a vacio con

acetona o benceno.

Una saponificacion incompleta puede conducir a resultados erroneos, ya que la parte
saponificable de triacilgliceroles es soluble en éter y hexano. Cuando se sospecha una
saponificacion incompleta, se resaponifica el residuo insaponificable que contiene la parte

no saponificada y se realiza la extraccion de nuevo.
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1.7.2. Hidrocarburos de la fraccion insaponificable.

Los hidrocarburos estan constituidos por los componentes menos polares de la fraccion
insaponificable de los aceites vegetales. La presencia de estos compuestos se remonta a la
década de los cuarenta, cuando Jasperson y col. descubrieron en varios aceites vegetales
gran cantidad de hidrocarburos terpénicos y n-alcanos en menor proporcion (Jasperson et
al., 1947). En el mismo periodo se demuestra que la fraccion de hidrocarburos esta

constituida principalmente por escualeno y trazas de n-alcanos (Ryohei et al., 1951).

Estudios posteriores demuestran, que en aceites vegetales crudos la fraccion
hidrocarbonada estd constituida por alcanos, carotenos, hidrocarburos aromaticos,
terpenos, escualeno e hidrocarburos aromaticos policiclicos. Estos aceites presentan
diferencias cuantitativas y cualitativas en la fraccion hidrocarbonada, lo que permite

diferenciarlos unos de otros.

Los hidrocarburos son intermediarios de las estructuras lipidicas en aceites vegetales.
En el aceite de oliva existen pequefias cantidades de hidrocarburos saturados lineales (C-15
a C-35), ramificados, terpénicos e incluso aromaticos. Constituyen aproximadamente el
32-50 % del material insaponificable, lo que se traduce en concentraciones de 150-800

mg/100g.

El mas abundante e importante en el aceite de oliva es el escualeno, presente en todos
los aceites y grasas vegetales, seguido del B-caroteno que se encuentra en menor
proporcion. Otros hidrocarburos presentes en el aceite de oliva son las parafinas con un
niamero impar de atomos de carbono (C11 a C30), hidrocarburos de cadena ramificada,
iso- 0 anteiso, hidrocarburos aromaticos e hidrocarburos aromaticos policiclicos (naftaleno,
fenantreno, pireno, fluorantreno, etc.). Un trabajo publicado en 1978, demostréo que la
fraccion hidrocarbonada del aceite de oliva esta compuesta de n-parafinas, poliolefinas,

escualeno e hidrocarburos diterpenos y tripterpeno (Bastic et al., 1978).
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Los hidrocarburos aromaticos policiclicos se encuentran en concentraciones muy bajas,
que pueden variar desde cantidades sub-ppb hasta 700 ppb (4paricio et al, 2003), en
general estos compuestos estan considerados como constituyentes de la fraccion
hidrocarbonada, pero en general son mas productos de la contaminacion. Se han
determinado hasta 14 hidratos de carbono aromaticos policiclicos en el aceite de oliva

(Kiritsakis., 2002).

Existen compuestos del grupo de hidrocarburos aromaticos policiclicos que estan
presentes de forma natural en los aceites, no obstante, existen determinados compuestos
del grupo de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), de toxicidad bien
documentada, que no deben estar presentes como consecuencia de una contaminacion
externa, resultante de aplicar determinadas tecnologias en la extraccion de los aceites
(Barranco et al., 2004; Moreda et al., 2004). Por tanto, esos hidrocarburos aromaticos
policiclicos, no atribuibles de forma natural a los aceites, no deben encontrarse presentes
en los mismos, por lo que deberan establecerse las practicas adecuadas que reduzcan su
contenido lo maximo posible. Moreda y col. desarrollaron un método analitico simple para
cuantificar estos (HAPs) en aceites, facilmente aplicable en la industrias y organismo
oficiales para controlar los niveles de estos hidrocarburos en los aceites vegetales (Moreda

etal., 2004).

Algunos hidrocarburos nos e encuentran de forma natural en el aceite de oliva aunque
aparecen en los procesos de refinacion por deshidratacion de los esteroles. Estos
hidrocarburos se analizan por técnicas similares a las descritas posteriormente para el

escualeno, que permiten determinar la autenticidad del aceite de oliva virgen.

En general, la fraccion de hidrocarburos en los aceites de oliva virgenes se modifica
durante el proceso de refinado, generando nuevos productos o favoreciendo la pérdida de
otros componentes existentes de forma natural. La presencia de los productos de
degradacion generados en el refinado, es la base en la que se fundamenta los métodos

oficiales de analisis para diferenciar entre aceites refinados y crudos (Moreda et al., 2001)
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De todos los compuestos que constituyen esta fraccion, el escualeno es el que se

encuentra en mayor proporcion tanto en aceites de oliva virgenes como aceites refinados

(Lanzon et al., 1994)

» ESCUALENO

Denominado asi por estar presente en el aceite de higado de tiburén (Squaluss spp.) y
ser la fuente mas rica de escualeno (Gershbein et al, 1969). Sin embargo, estd
ampliamente distribuido en la naturaleza, con alta proporcion en el aceite de oliva

comparado con otros aceites vegetales

Hidrocarburo mayoritario en el aceite de oliva, (2,6,10,15,19,23-hexametil
2,6,10,14,18,20-tetracosahexaeno)  hidrocarburo triterpénico saturado con seis dobles
enlaces [Figura 3], que puede constituir hasta el 90 % de esta fraccion en el aceite de oliva,
lo que equivale a concentraciones de 125-750 mg/ 100g de aceite (Mataix et al., 2002,
Aguilera 2005).

Figura 3. Estructura quimica del escualeno

Debido al grado de instauracion que presenta, las primeras determinaciones estaban
basadas en la medida del indice de yodo del insaponificable (Mehlenbacher, 1960). Se
pensaba que el unico compuesto insaturado del insaponificable era el escualeno, cosa que
no es cierta ya que compuestos como los esteroles absorben igualmente yodo. En 1943, se
describio un procedimiento cromatografico para la separacion de la fraccion de

hidrocarburos del insaponificable, con determinacion posterior del indice de yodo de esta
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fraccion (Fitelson, 1943), la actividad equivalente de escualeno se obtenia por céalculos
estequiométricos. Este método ha sido ampliamente usado como método oficial de analisis
para la determinacion del escualeno en aceites vegetales. El insaponificable separado, se
extrae con hexano y se pasa por columna de alimina, empleando benceno o hexano como
solvente de elucion, la fraccion que se obtiene en primer lugar corresponde a la fraccion de

hidrocarburos. Tras eliminar el disolvente, se determina el indice de yodo de esta fraccion.

Esta técnica se ha sustituido por la cromatografia gaseosa de la fraccion de
hidrocarburos aislada del insaponificable, y cuantificacion mediante el uso de patrones
internos (Lanzon et al., 1995; Giacometti et al., 2001, Rastrelli et al 2002). Una técnica se
basa en la metilacion alcalina en frio y posterior extraccion de los ésteres metilicos con
hexano, junto con la mayor parte del insaponificable. Este procedimiento presenta el
inconveniente del posible solapamiento de otros hidrocarburos saturados C28 con el pico
del escualeno, que se puede evitar usando columnas capilares con mayor poder de
resolucion, pero poco adecuadas para la cuantificacion por presentar baja capacidad de
carga. El método oficial de la UE para la determinacion de ceras, permite simultaneamente
la determinacion de escualeno y ceras, empleando una columna capilar corta con baja

polaridad si se emplea patrén interno (EEC/183/93).

Otro procedimiento adecuado para la cuantificacion del escualeno, consiste en el
aislamiento de la fraccion de hidrocarburos mediante cromatografia en capa fina, y

posterior estudio con cromatografia en fase gaseosa (Lanzon, 1990, Bondioli et al., 1993).

En aceites con alto contenido en escualeno, como el aceite de oliva, aceites de pescado
o higado de escualo, se pueden emplear técnicas rapidas y precisas. Se puede preparar una
disolucion de aceite en hexano, adicionar el patron y eluir en una columna de gel de silice
con mezclas de hexano: éter etilico. El eluido se concentra y se analiza por cromatografia
gaseosa. El tiempo de analisis cromatografico no supera los 10 minutos (Leon-Camacho et
al., 1996). Se puede determinar también, adicionando previamente un patron en el extracto

eluido, y se emplean iguales condiciones en la cromatografia gaseosa.
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Recientemente para la determinacion de escualeno en aceites vegetales se han descrito
técnicas mas modernas y mejoradas que sustituyen a las descritas anteriormente. La
mayoria emplean la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en fase reversa o fase

normal (Manzi et al., 1998, Nenadis et al., 2002; Psomiadou et al., 2002; Lu et al., 2004).

En general, una mayor o menor concentracion de escualeno en aceites de oliva,
depende del tipo de cultivo (De Leonardis et al., 1998, Manzi et al, 1998), de la
tecnologia empleada en el proceso de extraccion del aceite (Nergiz et al., 1990, Psomiadou
et al., 1999) y de si es sometido al proceso de refinado, que produce un descenso

importante en su concentracion (Lanzon et al., 1994).

Efecto del escualeno en la salud humana

El escualeno es un componente mayoritario de los lipidos de la piel en los humanos

(Liu et al., 1976) y en los tejidos adiposos (Aguilera et al 2005).

El escualeno es un metabolito de la sintesis del colesterol, en el hombre una cantidad
elevada de este componente minoritario se absorbe y se convierte en colesterol. Asi pues,
teoricamente, el escualeno de la dieta puede transformarse en colesterol en el organismo e
incrementar los niveles séricos de colesterol, sin embargo este incremento en la sintesis, no
estd asociado a un aumento en los niveles séricos, posiblemente debido a su vez a una
mayor eliminacion fecal (Strandberg et al., 1990; Assmann et al., 2002; Ostlund et al.,
2002). La ingesta exogena de escualeno estimula la actividad de la enzima ACAT (acil
CoA colesterol aciltransferasa) pero su efecto hipocolesterolemiante se debe por inhibicion

de la enzima HMG- CoA reductasa (Strandberg et al., 1989; Moreno. 2003).
Para que sucediera tal efecto, la absorcion deberia ser en cantidades considerables, y la

mayoria de los trabajos publicados, apuntan que se absorbe del 60 al 80 % del escualeno

alimentario a partir de una dosis oral (Nelly et al., 1999, Smith et al., 2000).
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Diversos estudios epidemioldgicos revelan que el aceite de oliva ingerido en la dieta
ejerce un efecto protector contra el cancer (Kelly, 1999; Assmann et al., 2002; Owen et al.,
2000; 2000b; 2004, Hashim et al., 2005), Newmark sugirid que dicho efecto podria
atribuirse a la elevada cantidad de escualeno que contienen el aceite de oliva virgen extra,
presuncion avalada por una intensa investigacion experimental realizada en animales
(Newmark. 1999). Muchos estudios han investigado el efecto del escualeno aplicado por
via topica o administrado por via sistémica, en las neoplasias malignas, inducidas
quimicamente, tanto de piel como de colon y pulmén de ratones. En conclusion, el
escualeno ingerido en la dieta posee unos efectos anticarcinogénicos manifiestos (Rao et

al., 1998; Smith et al. 1998; Moreno, 2003, Hashim et al., 2005).

El escualeno es también un potente inhibidor del oxigeno singlete, previniendo la
correspondiente peroxidacion lipidica en la superficie cutanea humana (Kohno et al., 1995;
Rastrelli et al., 2002), en estudios in vitro parece ser que el escualeno, desempefia un papel
importante en la salud ocular, especialmente en las células fotorreceptoras del baston
retiniano (Fliesler et al., 1997; Aguilera et al., 2005) y existe una mayor excrecion de

toxinas cuando han ingerido dosis muy altas de escualeno.

Es un antioxidante natural en la fraccion insaponificable de los aceites de oliva
virgenes, y administrado de forma exdgena en el organismo refuerza el sistema
antioxidante endogeno frente al dafio oxidativo (Manzi et al., 1998; Mateos et al., 2003) y
junto a otros componentes de la fraccion insaponificable, previene la autooxidacion del

aceite, contribuyendo a su estabilidad y caracteristicas de aroma y sabor.
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» pB- CAROTENO

En el aceite de oliva virgen se han identificado clorofilas y carotenoides. La fraccion
clorofilica esta formada por clorofila a y b y sus derivados que no contienen magnesio,
feofitinas a y b, y la fraccion de carotenoides la constituyen la luteina, xantofilas y el -

caroteno.

El contenido de carotenos en aceites de oliva depende fundamentalmente del tipo de
cultivo, estado de maduracion de la aceituna y proceso de extraccion empleado (Minguez-
Mosquera et al., 1990; Moreda et al., 2001, Kiritsakis. 2002; Luaces et al., 2005), su
contenido también disminuye notablemente, si los aceites han sido sometidos a refinacion,
debido a fenémenos de adsorcion en la etapa de decoloracion y por degradacion de los
pigmentos a lo largo de todo el proceso. Los efectos beneficiosos del aceite de oliva no se
deben solo a la elevada concentracion en acidos grasos, sino también a la presencia de
sustancias antioxidantes como la vitamina E, compuestos fendlicos y carotenoides (Visioli

etal., 1998; Caruso et al., 1999, Gimeno et al., 2002).

En el aceite de oliva hay presentes dos hidrocarburos en cantidades considerables:
escualeno (ya descrito anteriormente) y el [-caroteno, hidrocarburo tetraterpénico
poliinsaturado [Figura 4], precursor de la vitamina A. Al ser ingerido el B-caroteno es
transformado en Vitamina A en la mucosa del intestino delgado, y ésta es almacenada

principalmente en el higado en forma de ésteres de retinol (Hosotani et al., 2003).

CH,

Figura 4: Estructura quimica del - caroteno

Su estructura fue determinada en 1930 por Paul Karrer. Esta fue la primera vez en la

historia en la que la estructura de una vitamina o pro-vitamina era dilucidada.
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En el aceite de oliva se encuentra presente en muy pequefias cantidades, pero se
caracteriza por presentar una importante funcidon bioldgica. Actia como un potente
antioxidante capaz de bloquear al oxigeno simple, inhibiendo asi la oxidacion de los
lipidos por la acciéon de dicho oxigeno. Su efecto antioxidante ha sido descrito en el aceite

de oliva virgen (Mataix. 2002, Beltran et al., 2005, Hrncirik et al., 2005)

La fotooxidacidén se puede prevenir mediante atenuadores del oxigeno simple, que
producen el efecto opuesto a los sensibilizadores. Los productos atenuadores hacen que
disminuya el grado de oxidacion por reaccion fisica o quimica con el oxigeno simple. Este
ultimo se desactiva hasta su estado base. El B-caroteno atenua la accion del oxigeno

simple, inhibiendo asi la oxidacion (Kiritsakis. 2002).

Los carotenoides presentan efectos beneficiosos en la salud humana debido
fundamentalmente, a su accion antioxidante capaz de inhibir la acciéon de los radicales
libres formados en el organismo. Algunos autores definen, que los carotenoides pueden
reducir el riesgo de cancer (Hong et al., 1994; Chen et al., 1998, Krinsky et al., 2005), ya
que durante el desarrollo de ciertos tipos de canceres existe un descenso en los niveles
vitaminicos, y una ingesta elevada de carotenoides podria presentar efectos beneficiosos
(Beltran et al, 2005). También estan asociados en la prevencion de la degeneracion

macular y en la formacion de cataratas (Basu et al., 2001; Krinsky et al., 2005).
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2. Oxidacion y Antioxidantes
2.1. Radicales libres

Un radical libre se define como cualquier especie quimica que posee uno o mas
electrones desapareados en sus orbitales, 1o que lo convierte en un compuesto altamente
inestable con gran capacidad de formar otros radicales libres por reacciones quimicas en
cadena. Una vez generados, los radicales libres aparean rapidamente el electrén
desapareado uniéndose a otro radical libre, o cediendo 6 tomando un electron de una
estructura molecular adyacente no radicalaria, con el fin de estabilizarse. Los radicales
libres son moléculas inestables que perdieron un electrén y son muy reactivas. Su mision
es la de remover el electron que les hace falta de las moléculas que estan a su alrededor
para obtener su estabilidad. La molécula atacada, que perdid un electron, se convierte
entonces en un radical libre y de esta manera se inicia una reaccion en cadena que dafiara

muchas células y puede ser indefinida si los antioxidantes no intervienen.

La principal fuente de especies reactivas de oxigeno y radicales libres, son las
mitocondrias, que consumen mas del 90 % del oxigeno disponible del organismo. Otra
fuente endogena de radicales libres son las células fagociticas, que destruyen células
infectadas por bacterias o virus liberando oxidantes como NO, O,", H,O, y OCI". En este
caso los radicales libres tienen un papel positivo en el organismo, formando parte de la
defensa inmunitaria (Diplock et al., 1998), pero si no hay un control suficiente por los

antioxidantes, las células sanas pueden ser dafiadas.

El desequilibrio en el organismo (estrés oxidativo) se produce cuando la presencia de
radicales libres supera las defensas antioxidantes, y provoca un dafio mayor o menor en
funcién a la extension, duracion y el tiempo del oxidante implicado (Gutteridge, 1995).
Esta situacion puede deberse a un aporta 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).
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Los radicales libres producen dafio al tomar electrones de los lipidos y proteinas de la
membrana celular, que entonces no podra cumplir sus funciones como el intercambio de
nutrientes y descartar los materiales de deshecho celular, haciendo imposible el proceso de
regeneracion y reproduccion celular. En el interior de la célula, los radicales libres atacan
el DNA impidiendo a la célula su reproduccion, pueden dafiar a nivel de funciones de
membrana, del metabolismo 6 de expresion génica (Cooper et al., 1995, Droge, 2002;

Violi et al., 2002).

Son muy diversas las fuentes exdgenas de radicales libres, como la exposicion
ambiental a la luz UV, contaminantes, radiacion gamma y el metabolismo de fairmacos.
Una importante fuente exogena de radicales libres es el tabaco. Los factores endogenos que
favorecen la generacion de radicales libres puede ser el ejercicio fisico de alta intensidad,
procesos oxidantes metabodlicos, respiracion celular, accion de enzimas oxidativas y

reacciones inflamatorias.

Los radicales libres se han asociado, a multitud de procesos clinicos como lesiones
inflamatorias, lesiones por toxicos y radiaciones, sobrecarga de hierro, enfermedades auto
inmunes, deficiencias nutricionales, diabetes, ateroesclerosis, enfisema pulmonar, artritis
reumatoide, enfermedad de Parkinson, demencia senil, envejecimiento y neoplasias (Cross

etal., 1987; Mercuri et al., 2000; Ceriello et al., 2001).
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2.1.1. Tipos de radicales libres

Existen distintos tipos de radicales libres, que se incluyen en los términos “Especies

reactivas de Oxigeno” (ROS) y “Especies reactivas de Nitrogeno” (RNS), seglin contengan

oxigeno o nitrogeno en su estructura. Las principales especies reactivas que se encuentran

en nuestro organismo son:

Oxigeno molecular singlete (O;): especie no radicalaria excitada que se forma

por exposicion a la luz UV. Presenta toxicidad baja.

Radical anién superoxido (O;7): se produce en la cadena respiratoria
mitocondrial, cuando la reduccion del oxigeno molecular no es completa. Se
forma a partir de la captacion de un electron (e-) por una molécula de
oxigeno. Otras especies reactivas se forman a partir de él y presenta menos
reactividad que el radical hidroxilo. Su eliminaciéon es controlada por las

enzimas superoxido dismutasas (Chaudiére et al., 1999).

Peréxido de hidrogeno (H,0,): se forma cuando el radical superoxido capta
dos protones. Tiene pocas estructuras diana oxidables y es facilmente

transformado en agua por las enzimas catalasas.

Radical Hidroxilo (OH’): altamente reactivo que ataca a la mayoria de las
estructuras celulares, y actiia inmediatamente en el lugar en el que se produce

(Diplock et al., 1998).

Oxido nitrico (NO): tiene una doble funcion, con efectos beneficiosos en el
organismo y perjudiciales. Importante funcidbn como neurotransmisor,
mediador de la respuesta inmune y regulador en la agregacion plaquetaria y

relajacion de la musculatura vascular lisa. Actia también, destruyendo células
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y tejidos jugando un papel significativo en la patologia de muchas

enfermedades inflamatorias, como la ateroesclerosis, la artritis y la diabetes.

2.1.2. Reacciones de los radicales libres

En condiciones patologicas, estas especies reactivas si estan a concentraciones elevadas
pueden actuar sobre muchos componentes celulares, en especial con los lipidos. En
general, en la peroxidacion lipidica, y en las reacciones radicalarias se produce una

reaccion en cadena que consta de varias etapas:

- Fase de iniciacion: se forman los radicales libres por la presencia de un agente
iniciador. La peroxidacion se inicia por la abstraccion de un atomo de

hidrogeno de los AGPI, en el carbono adyacente a un doble enlace.

- Fase de propagacion: los radicales libres reaccionan con otras moléculas y

con el oxigeno, generando nuevas moléculas oxidadas.

- Fase de terminacion: se detiene la reaccion por interaccion entre dos radicales
o por la inactivacion de estos, con sustancias antioxidantes (vitamina E, C,

carotenoides, glutation, polifenoles, etc.).

2.2. Sistemas de defensa antioxidante

Se define como antioxidante a aquellas sustancias que presentes a bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene su oxidacion
(Halliwell, 1995). El antioxidante, al chocar 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

reaccion.
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Las caracteristicas de un buen antioxidante son:

- Presencia de sustituyentes donantes de electrones o de hidrogeno al radical,
en funcion de su potencial de reduccion.

- Capacidad de descolocalizacion del radical formado en su estructura.

- Capacidad de quelacion de metales de transicion implicados en el proceso de
oxidacion.

- Accesibilidad al lugar de accion, dependiendo de su lipofilia/hidrofilia y

coeficiente de particion.

Estas sustancias antioxidantes pueden ser mecanismos enzimaticos, llamados
antioxidantes endogenos -que incluyen a las enzimas superdxidodismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, glutation y la coenzima Q, o los antioxidantes exogenos, que ingresan
al organismo por la via de los alimentos. Tal es el caso de las vitaminas E y C, el caroteno,
escualeno, etc. 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. Finalmente, 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.

Segun sus mecanismos de accion, los antioxidantes se clasifican en primarios,

secundarios 0 terciarios:

1. Antioxidantes Primarios:

Previenen la formacion de radicales libres, frenan la reaccion en cadena de los radicales
libres, especialmente de las especies reactivas del oxigeno (ROS) o a través de la quelacion

de los iones metalicos implicados en el proceso de oxidacion.
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2. Antioxidantes Secundarios:

Eliminan radicales libres formados antes de que participen en reacciones en cadena que
aumenten el dafio celular y conduzcan a la nueva formacion de radicales libres. Inhiben la
generacion de ROS, impidiendo la activacion metabolica de carcindgenos (Mukhtar et al.,

1999, Visioli et al., 1999). Se dividen en dos tipos:
2.1 Enzimas intracelulares

- superoxido dismutasa: transforma el radical superdxido en peroxido de

hidrogeno.

- catalasa: cataliza la dismutacion del peroxido de hidrogeno en agua y

oxigeno

- glutation peroxidasa: reduce los hidroperoxidos, generalmente con

glutation (Ursini et al., 1995).

- Glutation reductasa: reduce el glutation oxidado a su forma original.

2.2 Compuestos de bajo peso molecular

- glutation: actia como cofactor de enzimas detoxificantes. Es una

antioxidante exogeno y endogeno.

- acido urico: antioxidante hidrosoluble, producto final del metabolismo de
las purinas. Se une a iones metalicos o bien captura especies reactivas

(Halliwell et al., 1990)

- bilirrubina: actua protegiendo de la peroxidacion a los acidos grasos

unidos a la albumina.

- ubiquinona: su forma reducida, es un antioxidante efectivo en membranas

extramitocondriales.
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- albumina: captador de iones metalicos previniendo del dafio oxidativo.

3. Antioxidantes Terciarios:

Reparan o eliminan las estructuras celulares dafiadas por los radicales libres, se

incluyen las proteasas reparadoras de ADN y la metionina sulfoxido reductasa.

Es necesario aportar de forma exogena, antioxidantes a través de la dieta, debido a la
incompleta eficacia de nuestras defensas antioxidantes endogenas y a la existencia de
situaciones en las que los radicales libres son producidos en exceso (tabaco, contaminantes,
radiacion UV, inflamacion, etc.). Los mas representativos son el acido ascorbico (vitamina

C), tocoferoles (vitamina E), los carotenoides y los compuestos polifenolicos.

Numerosos estudios realizados en voluntarios han destacado las propiedades que
ciertos alimentos de la dieta tienen de modular la capacidad antioxidante total del plasma
tras el consumo, como son el t& (Serafini et al., 1994), vino tinto (Serafini et al 1998;
Fernandez-Pachon et al 2005), aceite de oliva (Fito et al., 2000, 2002), lechuga (Serafini
et al.,, 2002) y chocolate (Serafini et al., 2003). Esto es debido a la presencia, en cantidades

importantes, de estas sustancias antioxidantes.
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3. Antioxidantes presentes en el Aceite de Oliva

Un niimero creciente de indicios apuntan al papel crucial que desempenia el aceite de
oliva como integrante basico de la Dieta Mediterranea, en sus efectos beneficiosos sobre la
salud. Dichos efectos pueden atribuirse tanto a su elevado contenido en acidos grasos
monoinsaturados como a la presencia de compuestos antioxidantes en el aceite (Fizo,

2003).

El efecto bioactivo, se atribuye a su contenido en AGMI y a su elevada carga

antioxidante, tanto de vitamina E, escualeno, carotenoides y compuestos polifendlicos.

Las vitaminas actian directamente como captadores de ROS y regulando la actividad
de las enzimas antioxidantes. Entre ellas, la vitamina E ha sido reconocida como una de las

mas importantes como antioxidante (Quiles et al., 1999, Kutlu et al., 2005).

La vitamina E, al igual que otros antioxidantes lipidicos, actlia como captador de
radicales libres, de manera que rompe la reaccion en cadena, generalmente por donacion de
un hidrégeno al radical peroxilo, dando hidroperdxidos. Puede transferir su hidrégeno
fenolico al radical libre, rompiendo por tanto la reaccién en cadena y previniendo la

peroxidacion de los AGPI en las membranas celulares y subcelulares.

Algunos estudios han demostrado la asociacion entre el consumo de alimentos ricos en
Vitamina E y una reduccion en la enfermedad cardiovascular (Rimm et al., 1993). También
se ha descrito una correlacion inversa entre los niveles plasmaticos de vitamina E y una

menor mortalidad de enfermedad cardiovascular (Gey et al., 1991).

La cantidades de vitamina E y carotenoides aportadas por un consumo razonable de
aceite de oliva son inferiores a las ensayadas en estudios in vitro e in vivo como
antioxidantes (Fitd, 2003). Por esto, la presencia de otros constituyentes antioxidantes en el
aceite de oliva, como los compuestos polifendlicos, son de particular importancia en la

investigacion de los efectos beneficiosos del consumo de aceite de oliva, tanto por su
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participacion directa como antioxidantes como por un posible sinergismo in vivo con otras

sustancias antioxidantes.

Los compuestos fenoélicos presentes en el aceite de oliva constituyen una fraccion muy
compleja formada por un niimero muy elevado de compuestos, algunos todavia por
identificar. Varios trabajos recientes han sefialado como el aceite de oliva y sus
compuestos menores polares (CMP) parece que actuan, en la nutricion humana, como
agentes preventivos contra varias enfermedades (Owen et al., 2000a, 2000b; Visioli et al.,
2000; Lambert et al., 2005) y particularmente, los CMP contribuyen de manera importante
a la calidad sensorial (Andrews et al., 2003; Gutiérrez-Rosales et al., 2003, Lesschaeve et
al., 2005) y estabilidad del aceite (Velasco et al., 2002; Van der Sluis et al., 2005, Mateos
etal., 2005).

El aceite de oliva contiene fenoles simples (hidroxitirosol, tirosol, acido vanilico, etc.),
flavonoides como apigenina y luteolina, asi como otros fenoles mas complejos (aldehidos
secoiridoides, verbascosidos, etc.). Recientemente se ha descrito la presencia de lignanos

en la fraccion fenolica de algunos aceites (Owen et al., 2000a, 2000b).

Los aceites de oliva ricos en compuestos fenolicos presentan un mayor grado de
estabilidad, y les confiere unas propiedades organolépticas con un gusto fuerte y afrutado

que es indicador de alta calidad.

El contenido fendlico en los aceites, esta influenciado por varios factores, tales como
las condiciones climaticas, caracteristicas de la tierra de cultivo, variedad de la oliva, el
grado de maduracion del fruto, tipo de almacenamiento y la tecnologia utilizada en su

transporte y procesamiento (Gimeno et al., 2002b; Van der Sluis et al., 2005).

Es importante conocer los efectos antioxidantes de los compuestos fendlicos del aceite
de oliva, teniendo especial interés aquellos que poseen grupos orto-difendlicos
(oleuropeina e hidroxitirosol), por ser grandes inhibidores de la oxidacion de la LDL in
vitro. La actividad antioxidante del hidroxitirosol se debe tanto a un efecto quelante de

iones metalicos como a un efecto captador de radicales libres (Visioli et al., 1998). La
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oleuropeina y el hidroxitirosol han demostrado tener una actividad antioxidante superior a
la de otros antioxidantes conocidos como las vitaminas E y C. (Mateos et al, 2003;

Bouaziz et al., 2005).

En estudios in vitro, el hidroxitirosol y la oleuropeina, han mostrado una capacidad de
inhibir la agregacion plaquetaria (Miles et al., 2005) y pueden ademas inhibir la
produccion de la molécula proinflamatoria leucotrieno By4. Visioli y col. demostraron que
la oleuropeina incrementa la produccion de o6xido nitrico (Visioli et al., 1999). También
hay numerosos trabajos sobre el efecto protector de estos compuestos sobre lineas celulares

con dafio oxidativo, destacando el hidroxitirosol (Lapidot et al., 2002).

Los lignanos han mostrado ser potentes antioxidantes in vitro y presentan la mas alta

correlacion con la capacidad antioxidante (Fito, 2003).

Por todo esto, es de enorme importancia no s6lo conocer el contenido cuantitativo de
compuestos polifenolicos del aceite de oliva virgen, sino también su perfil cualitativo, a la

hora de estudiar y definir sus posibles propiedades biologicas (Fito, 2003).
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4. Medida de la Actividad Antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante de los alimentos es importante para
determinar la proteccion a la oxidacion y deterioro del alimento que disminuye su calidad y
valor nutricional, y por otra parte sirve para predecir el potencial antioxidante del alimento

antes de ser ingerido.

La actividad antioxidante no se puede medir directamente, pero si el efecto
antioxidante. La mayoria de los métodos para medir la actividad antioxidante se basan en
el uso de una gran variedad de sistemas generadores de radicales, son métodos de
inhibicion donde se emplea una especie generadora de radicales libres y una sustancia que
detecta estas especies, la muestra a analizar por su capacidad antioxidante es capaz de

inhibir la generacion de dichos radicales.

Debido a la complejidad de los procesos de oxidacion es obvio que no existe un tinico
método de prueba, que refleje de forma completa el perfil antioxidante de la muestra
estudiada (Pérez et al., 2003), por eso los datos obtenidos por diferentes investigadores son

dificiles de comparar e interpretar (Frankel et al., 2000).

Lo mejor seria, medir la actividad antioxidante de cada componente de la muestra a
analizar, sin embargo es dificil determinar el numero y concentracion de los antioxidantes
presentes en la muestra, los métodos descritos miden la actividad global de todos los

antioxidantes (conocidos o no) presentes en la muestra (Ivekovic et al., 2005).

Lo ideal seria establecer un unico método estandar para determinar la capacidad
antioxidante en diferentes tipos de muestras, Prior y col. definieron una serie de
caracteristicas “ideales”: que sea facil, con un mecanismo quimico y punto final fjjo,
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
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medida de la capacidad antioxidantes incluye: a) rango analitico, b) recuperacion, c)
repetibilidad, d) reproducibilidad, y e) reconocimiento de sustancias que puedan interferir

en el analisis (Prior et al., 2005).

Todos tienen en comun la presencia de un agente oxidante, un sustrato adecuado y una

estrategia de medida del punto final (Frankel et al., 2000).

Existen estrategias de medida de la actividad antirradicalaria, y es importante elegir la

mas adecuada en funcion a la informacion que se desea obtener:

» Determinacion indirecta: se emplea una diana como punto de deteccion. La
presencia de los radicales produce una pérdida/aparicion de este reactivo. En
este caso la presencia de antioxidantes produce un aumento/pérdida de la sefial.
Métodos ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), TRAP (Total
Radical-Trapping Antioxidant Parameter).

» Determinacion directa: 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 senal producido. En el ensayo de inhibicion, la muestra se une a
los sustratos de oxidacion antes de la generacion del radical. La reaccion

comienza con la adicidon del oxidante.

En conclusion, los métodos de determinacion de actividad antioxidante basados en la
captura de radicales libres son muy variados y pueden ser clasificados de acuerdo a la

estrategia de deteccion y cuantificacion empleada [Tabla 3] (Villario, 2005).
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4.1. Método del ABTS™

> Fundamento

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 5]. El
radical cationico obtenido es un compuesto de color verde-azulado, estable y con un
espectro de absorcion en el intervalo de ultravioleta-visible. En concreto tiene un maximo

de absorcion a 340 nm.

Figura 5: Estructura quimica del ABTS y del radical ABTS™

Una ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en muestras hidrosolubles

como liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado en cada caso.

Presenta una serie de inconvenientes: es un radical artificial que no mimetiza bien la
situacion in vivo, termodinamicamente puede ser reducido por compuestos que tengan un
potencial redox menor que el ABTS (0.68V), asi muchos compuestos fenolicos tienen
menor potencial redox y pueden reaccionar con el ABTS™, el punto final de la reaccion
varia en funcién a la sustancia antioxidante empleada, fijando tiempos cortos 6 muy

elevados que pueden interferir en los resultados finales.

53



Introduccion

> Meétodos de generacion del radical ABTS™

Existen diversas formas de generacion del radical ABTS™:

¢ Enzimaticamente (mioglobina, peroxidasa de rabano).
¢ (Quimicamente (dioxido de manganeso, persulfato potasico, radicales peroxilo).

¢ Electroquimicamente.

El sistema peroxidasa mioglobina/H,O, es un método ampliamente usado, es el primer
método empleado por el ABTS como sustrato de oxidacion (Frankel et al., 2000). Se
desarroll6 en un principio para estudiar la actividad antioxidante total de plasma y fluidos
bioloégicos (Rice-Evans et al., 1994), posteriormente este método ha sido ampliamente
usado a vinos, té, zumo (Gil et al., 2000), tomate (Martinez-Valverde et al., 2002) y en
aceites de oliva (Gorinstein et al., 2003). Presenta varios inconvenientes: un estricto
control de la temperatura de reaccion (37°C) entre el radical y antioxidante, interferencia

con sustancias con actividad peroxidasa y sobreestimacion de los resultados.

El método de oxidacion con didxido de manganeso, el radical se forma haciendo pasar
el ABTS a través de un filtro con dioxido de manganeso, el radical se forma
instantaneamente, y es muy inestable a temperatura ambiente. Es muy empleado en el
analisis de compuestos fenolicos extraidos de hojas de olivo y de semillas de uva

(Benavente-Garcia et al., 2000).

En la oxidacion con radicales peroxilo el sustrato se incuba con un compuesto con
estructura azo, sensible a la temperatura. Es un método muy inestable y que requiere
elevadas temperaturas de generacion del radical. Se emplea con sustancia puras como el -

caroteno, a-tocoferol, también en zumos de naranja, uva (Kim et al., 2002).
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La oxidacion con persulfato potasico se lleva a cabo a temperatura ambiente, en la
oscuridad, durante un tiempo de 12-16 horas. El ABTS y el persulfato reaccionan
estequiométricamente en una relacion 1: 0.5, por lo que el ABTS no es oxidado
completamente. Una vez generado el radical la medida se realiza como un ensayo de post-
adicion. Se aplica en la determinacion de la capacidad antioxidante en té (Van-Nederkassel

et al., 2005), frutas y verduras (Proteggente et al., 2002).

En el analisis electroquimico el radical se genera tras oxidacion del ABTS con una
corriente eléctrica, presenta muchas ventajas; es facil y rapido de realizar, no requiere otros
reactivos ni control de la temperatura, se aplica a vinos tintos y blancos, té (4lonso et al.,
2002, Ivekovic et al., 2005). Existe una buena correlacion entre los resultados obtenidos

por este método y los obtenidos con el clasico ensayo de decoloracion TEAC.

El radical catidonico se puede generar enzimaticamente empleando el sistema ABTS/
H,0O»/peroxidasa de rabano, es un método facil y rapido, presenta como ventajas; la no
aparicion de reacciones no deseadas, no requiere elevadas temperaturas para generar el
radical, un amplio rango de pH para el estudio de la actividad antioxidante y la no
interferencia con sustancia con actividad peroxidasa. Se ha empleado este método en la
determinacion de la actividad antioxidante en frutas, cerveza, vino. (4rnao et al., 2001

Cano et al., 2002, Villajio et al., 2004).

» Variables que influyen en la actividad antioxidante.

a. Concentracién del antioxidante:

Hay estudios de la influencia de la concentracion del antioxidante, patrones puros
generalmente, en la actividad frente al ABTS™ (Castillo et al, 2000). Se busca la
concentracion tanto del patron empleado, como de las muestras que presente una respuesta
lineal. En general la relacion entre el porcentaje de inhibicion (o descenso de la

absorbancia) y la concentracion es lineal en un intervalo muy concreto.
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b. Tiempo de medida:

La actividad antioxidante se mide a un tiempo fijo de reaccion con el radical, aunque
no existe un consenso en cuanto al tiempo optimo de medida. Sin embargo, la actividad
antioxidante obtenida guarda relacion directa con el tiempo al que se midi6 la absorbancia
(Arnao et al., 2000; 2001). Se concluye que en la medida de la actividad antioxidante de
una sustancia debe valorarse, no solo su estructura quimica sino también la posibilidad de
formacion de productos de reaccion que tengan actividad frente al ABTS™, (Arts et al,
2003). La cinética que se produce, consiste en una primera fase de reaccion rapida y
posteriormente una fase mas larga y lenta, en la primera fase reaccionarian los compuestos
mas afines al radical formandose productos de reaccion que, junto con los compuestos de
reactividad més lenta darian lugar a la segunda fase. El aumento del tiempo de reaccion

con el radical posibilita la actuacion de todas las sustancias antioxidantes presentes.

c. Disolvente empleado:

Existen muchas variantes en los disolventes empleados, lo que dificulta la comparacion
de resultados. La mayoria de los trabajos se basan en la medida de la actividad
antioxidantes en sistemas acuosos, siendo muy insuficiente el estudio en antioxidantes
liposolubles (Arnao et al., 2001a). En la bibliografia consultada para medir la actividad
antioxidante de los compuestos puros, se disuelven directamente en etanol (Re et al., 1999,
Pellegrini et al 2001, Arts et al., 2003; 2004). Van den Berg y col. estudid el efecto de
diferentes solventes para solubilizar los compuestos lipofilicos, trabajaron sobre
compuestos puros; tocoferol y f-Caroteno, disueltos en tetrahidrofurano, acetona y Triton
X-100 y etanol (Van den Berg et al., 1999), y existe una relacion directa entre la actividad
antioxidante de un compuesto y el solvente empleado. No existe reaccion entre el ABTS™

y el etanol (Long et al., 2000).
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d. Linealidad de la respuesta:

La concentracion de antioxidantes en la muestra diluida debe ser tal que se encuentre
dentro de un intervalo de respuesta lineal y que presente respuesta, y la dilucion debe ser
tal que se minimice el efecto de la absorbancia debido a los compuestos presentes en la

muestra objeto de estudio a la longitud de onda de medida.

4.2. Método del DPPH’

Consiste en determinar la capacidad de captura del radical libre DPPH® por parte de los
compuestos antioxidantes [Figura 6]. Este radical presenta un pico maximo de absorcion a
515 nm y tras la adicién del antioxidante se produce una disminucion de absorbancia
proporcional a la concentracion y actividad de dicho antioxidante (Brand-williams et al.,

1995).
NO,
N—NPh2
0, N NO,
Figura 6: Estructura quimica DPPH®
El radical libre es estable y esta disponible comercialmente, lo que reduce el tiempo de

analisis y evita su generacion por distintas vias, como ocurre con el método ABTS, que

podrian conllevar una variabilidad en los resultados obtenidos.

Brand y col., aplicaron este método en compuestos fenolicos, como el acido ascorbico
y el isoascorbico y posteriormente otro autores lo aplicaron a diferentes alimentos y

bebidas: vinos (Fernandez-Pachon et al., 2004, Villario et al., 2005; 2006), aceites (Keceli
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et al, 2001; Lavelli et al., 2002; Gorinstein et al., 2003), zumo de naranja (Sanchez-
Moreno et al., 2003). La evolucion de la reaccion cinética depende de la naturaleza del
antioxidante estudiado (Brand-Williams et al., 1995), variando las condiciones del ensayo
en cuanto al disolvente, concentraciones empleadas y el tiempo de analisis, aunque existe
mucha homogeneidad en la bibliografia consultada en cuanto al empleo de disolventes

organicos o el tiempo de reaccion final.

Este método es facilmente comparable con otros métodos de medida basados en la

captura de radicales libres.

4.3. Método p-Caroteno/ Acido Linoleico

Este método de medida de la actividad antioxidante, se basa en la determinacion de la
oxidacion de moléculas diana. Se mide el descenso en la coloracion del B-caroteno, debido
a su destruccion por los productos de degradacion del acido linoleico, por

espectrofotometria a 450-470 nm.

Para la determinacion de la actividad antioxidante de un alimento se prepara una
emulsion acuosa de acido linoleico, caroteno y antioxidante y se determina la inhibicion de

la oxidacion del B-caroteno.

Se emplean diferentes métodos de medida de la actividad antioxidante en alimentos y
sistemas biologicos basados en la oxidacion de sustratos lipidicos o lipoproteinas,
evaluando la actividad antioxidante, en funcion a la capacidad del método empleado en

inhibir la oxidacion (Ben-Aziz et al., 1971; Kanner et al., 1977; 1994, Suja et al., 2005).
En la mayoria de la bibliografia consultada, se emplea este método de medida de la

actividad antioxidante en aceites esenciales (Sacchetti et al., 2004, Bruni et al., 2004),

hierbas y plantas autdctonas (Dapkevicius et al., 1998; Chanwitheesuk et al., 2005, Suja et
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al., 2005; Sun et al., 2005) vinos (Kanner et al., 1994; Katalinic et al., 2004), vegetales
(Cheung et al., 2003; Tian et al., 2004, Motalleb et al., 2005) y compuestos puros (Von
Gadow et al., 1997).

4.4. Método ORAC

Muchos ensayos se han desarrollado para detectar de forma general o especifica la
accion antioxidante de una sustancia, el fundamento del método ORAC se basa en la
habilidad del antioxidante para bloquear radicales libres por donaciéon de un atomo de
hidrégeno (X *+ AH — XH + A®). El radical peroxilo reacciona con una sustancia
fluorescente (fluoresceina) generando productos no fluorescentes [Figura 8], lo que
permite cuantificar la capacidad antioxidante por el descenso en la fluorescencia y por la

cantidad de productos generados.

Radical Libre
Adacm
Fluoresceina Fluoresceina
it -
Blanco (tampon fosfato) Antioxidante hidro/lipofilico

Pérdida de Fluorescencia
Integracion

AUC Blanco AUC Antioxidante

Figura 7: Esquema analitico del fundamento del ensayo ORAC
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Figura 8: Esquema del mecanismo de reaccion de la FL en presencia de AAPH. Productos de oxidacion generados, que presentan
una menor fluorescencia. Ou et al., 2001.

En ensayo ORAC (Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno) se basa en la
proteccion que sustancias antioxidantes ejercen sobre la pérdida de fluorescencia de la
proteina fluoresceina (Ou et al., 2001), a causa de un dafio quimico que afecta a su

conformacion e integridad quimica.
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11. OBJETIVOS

Los habitos dietéticos tienen una importante influencia en el mantenimiento de la salud, se
estd potenciando el consumo de ciertos alimentos por las acciones biologicas positivas que
ejercen algunos componentes. Los alimentos pueden ejercer efectos positivos y negativos en
el equilibrio entre el dafio oxidativo y las defensas frente a éste, al aportar de forma exdgena
sustancias antioxidantes de diversa naturaleza, con capacidad para atrapar los radicales libre
que se generan en condiciones fisiologicas o por la influencia de determinadas situaciones
externas. Son muchos los componentes que en el aceite de oliva virgen extra tienen actividad
antioxidante, polifenoles, tocoferoles, carotenoides y clorofila, siendo los polifenoles los que
confieren mayor estabilidad y actividad antioxidante. Es interesante estudiar los componentes
que presentan actividad antioxidante en el aceite de oliva, como el escualeno y [-caroteno.
Por ello en este trabajo hemos pretendido abordar el estudio de estos compuestos, realizar un
estudio comparativo de los métodos in vitro mas comunmente empleados en el analisis de la
actividad antioxidante de los alimentos y por ultimo, determinar la capacidad protectora del

aceite en humanos, frente al estrés oxidativo.

Nos hemos planteado por tanto, los siguientes objetivos:

1. Caracterizacion del aceite de oliva virgen extra con Denominacion de Origen,
evaluando el contenido en ceras y material insaponificable.

2. Determinar la composicion de escualeno y f-Caroteno en las muestras de aceite
de oliva virgen extra.

3. Puesta a punto de los métodos ABTS, DPPH, p-Caroteno/acido linoleico y
ORAC al caso concreto del aceite, para medir la actividad antioxidante.

4. Evaluar in vivo el efecto del aceite sobre la capacidad antioxidante en el plasma.
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II1. PARTE EXPERIMENTAL

1. CARACTERIZACION DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN
EXTRA.

1.1. MATERIAL Y METODOS

1.1.1. Determinacion de la fraccion insaponificable del aceite de oliva

virgen extra.

MATERIAL

e Muestras

Se analizaron un total de 39 muestras de Aceite de Oliva Virgen Extra pertenecientes a
las campaiias olivareras 2001- 2002, 2002-2003 y 2003-2004 (n = 13, por campaia), de la
variedad Picual con Denominacién de Origen. Obtenidas por un sistema bifasico de
extraccion, a excepcion de algunas muestras de aceite de la Gltima campafia analizada, la
2003-2004 que se obtuvieron por un sistema patentado de molturacion en frio, basado en
un efecto de laceracion ejercido por un sistema de rodillos. La determinacion de la fraccion

insaponificable se hizo en todas las muestras por triplicado.

e Reactivos

Todos los reactivos utilizados son de calidad analitica. Los reactivos utilizados para la

determinacion de la fraccion del insaponificable son descritos a continuacion:
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Tabla 1. Reactivos utilizados en la obtencion de la muestra

Nombre Proveedor

Alcohol Etilico 96 % v/v Panreac (Barcelona, Espaiia)

Potasio Hidréxido 85% Panreac

Agua bidestilada desionizada Sistema Milli-Q de Millipore. Modelo
RO15 (Millipore, Gif Sur Yvette,
Francia)

Eter de petroleo 40-60°C Panreac

® Material y aparatos

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria.

- Matraz de fondo plano de 200 mL, adaptable a un refrigerante de
reflujo.

- Refrigerante de reflujo.

- Embudos de separacion de 500 mL.

- Rotavapor 144 Biichi (Suiza).

- Pipetas Pasteur 2mL, 150 mm, Pobel (Madrid, Espafia).

- Estufa desecacion P-Selecta®

METODO

¢ Fundamento

Se denomina insaponificable al conjunto de constituyentes de los aceites que no
reaccionan con la sosa o potasa para dar jabones, y que tras la saponificacion contintian
siendo solubles en los disolventes clasicos de la grasas (hexano, éter, etc.). El
insaponificable es el peso en gramos de sustancias no saponificables, insolubles en agua y

solubles en disolventes organicos, contenidas en 100 gramos de grasa. Esta fraccion
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constituye un porcentaje muy bajo en el aceite de oliva, aunque posee una gran

importancia desde el punto de vista de su valor bioldgico.

El aceite crudo contiene sustancias disueltas tales como: esteroles, pigmentos e
hidrocarburos, que no se separan durante la neutralizacion caustica, constituyendo la
fraccion insaponificable. Son compuestos termolabiles y solubles en disolventes corrientes

de las grasas (Bernardini, 1981).

Se lleva a cabo la saponificacion del aceite y la separacion de la materia
insaponificable mediante la extraccion con un disolvente apropiado, tal como el éter etilico

o de petroleo, este ultimo empleado en el estudio

¢ Preparacion de la muestra

a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

e Solucion alcoholica de hidroxido potasico 2N: se pesan 13.17g de
hidréxido potésico al 85% y se disuelve en 100 mL de alcohol etilico 96 %
v/v.

e Eter de petroleo redestilado y exento de residuo.

¢ Alcohol etilico al 50 %: se emplea alcohol etilico 96 % v/v (9.815 mL) y se
diluye en agua hasta los 100 mL. Se emplea la tabla de Gay-Lussac para la

dilucion de alcoholes.
b. PROCEDIMIENTO
La muestra para el analisis debe estar limpia y brillante en caso contrario, se calienta en
bafio maria hasta 15 °C por encima de la temperatura de completa fusion, si a ésta

temperatura la muestra continua turbia se adiciona sulfato sodico anhidro. Es también

necesario eliminar el agua de la muestra por decantacion y filtracion sobre papel, a una
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temperatura ligeramente superior al punto de fusion de determinados componentes s6lidos

que se han podido separar de la materia grasa fluida.

Se pesa en un matraz 5 g de la muestra de aceite, con una aproximacion de 0.01g. A
continuacion, se adicionan 50 mL de la solucion alcohdlica de hidroxido potasico 2N. Se
adapta el matraz al refrigerante de reflujo y se calienta hasta saponificacion total,
aproximadamente 1 hora. Transcurrido este tiempo, se suspende el calentamiento y se

agrega por la parte superior del refrigerante 50 mL de agua destilada, y se deja enfriar.

Se transfiere cuantitativamente el contenido del matraz a un embudo de decantacion,
arrastrando las ultimas porciones del matraz con dos lavados sucesivos de 25 mL de éter de
petroleo, que se agregan al embudo de decantacion. Se tapa y agita enérgicamente durante
un minuto, evitando la formacioén de emulsiones estables y se deja decantar hasta que se
formen dos fases. La fase hidroalcohodlica se recoge y se pasa a un segundo embudo de
decantacion, efectuando dos nuevas extracciones con 50 mL de éter de petroleo cada vez.
Los tres extractos etéreos reunidos se lavan con porciones sucesivas de 50 mL de alcohol
etilico al 50 % v/v. La solucion de éter de petrdleo se trasvasa a un matraz de cuello corto,

previamente tarado, y se elimina el disolvente en el rotavapor.

El matraz se seca en estufa a 103 °C durante 15 minutos, se deja enfriar en desecador y
se pesa. Es necesario secar el residuo insaponificable para asegurar la eliminacion de las
ultimas trazas de disolvente y agua que puedan estar presentes. El resultado se expresa en

porcentaje:

% Insaponificable = 100 P’ / P

P’ = peso en gramos del residuo.

P = peso en gramos de la muestra.
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Hidroxido potasico
2N

| 5 g aceite

T

Agua Destilada

D Eter de petroleo
Alcohol etilico 50 %

A

71

Figura 1: Esquema analitico para la determinacion del insaponificable




Material y Métodos
1.1.2.- Estudio del contenido en Ceras del aceite de oliva virgen extra

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

e Muestras

Se analiz6 un total 39 muestras de aceite, 26 pertenecientes a las campafias 2001-2002
y 2002-2003, completandose el estudio posteriormente con 13 muestras de la campafia
2003-2004. Todos los aceites, de diferentes almazaras que forman parte de la misma
Denominacion de Origen proceden de aceitunas de la variedad Picual. Las muestras fueron
obtenidas por un sistema de extraccion en dos fases. En cada caso, el nimero de
experimentos realizados, se representa como "n" con repeticion analitica por duplicado,

considerando el valor medio de la misma como el valor a tener en cuenta.

e Reactivos

Se enumeran a continuacion todos los reactivos empleados en la determinacion de

ceras en las muestras de aceite de oliva virgen extra estudiadas:

Tabla 1. Patron interno

Nombre Proveedor

Laurilaraquidato C-32 PAI Aldrich (Madrid- Espaia)

Tabla 2. Reactivos utilizados en la obtencion de la muestra

Nombre Proveedor

Silicagel 60 para Cromatografia en | Merck

columna PA
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Sudan I PA Aldrich

n- Hexano HPLC Panreac (Barcelona, Espaiia)

Eter Dietilico Panreac

n-Heptano HPLC PAI Panreac

Etanol Absoluto Panreac

Nitrogeno comprimido Air-liquide, Alpha Gaz (Madrid,
Espana)

Hidrogeno comprimido Air-liquide, Alpha Gaz

e [Instrumentacion

1. Cromatografo de gases: provisto de un sistema de introduccidon directa en la

columna constituido por:

- Perkin- Elmer Autosystem (HP 5890), con sistema inyector en frio y
detector de ionizacién de llama (FID).

- Columna capilar Zebron zb5, 15 m 0.32 mm de didmetro interno y
0.25 p de espesor

- Microjeringa 5 pL. Hamilton.

2. Instrumentacidén y Material de laboratorio

- Columna de vidrio para cromatografia de 15 mm de diametro
interno y 40 cm de longitud, Pobel (Madrid, Espafia).

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria
(vasos de precipitado, matraces..).

- Varilla de teflon.

- Embudos de vidrio de 3.5 cm y de tubo largo.

- Pipetas Pasteur 2mL, 150mm Pobel (Madrid, Espafia)
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- Balanza de precision de sensibilidad de 0,1 miligramo, Mettler mod.
AE-200 (Mettler, Toledo)
- Bafio de agua termostatizado P-Selecta® (Barcelona, Espafia).

- Rotavapor 144 Biichi (Suiza).

METODO

¢ Fundamento

Las ceras son compuestos complejos que se encuentran en la cuticula de las aceitunas
(Bianchi et al., 1992; Ranalli et al., 1999), hojas (Bianchi et al., 1993) y demas tejidos
activos del olivo. Act@ian como barrera a la pérdida de agua por la evaporacion y
transpiracion de los tejidos vegetales (Mataix et al., 2001).

El analisis de este parametro se utiliza para detectar la presencia de adulteracion en el
aceite de oliva virgen con aceites obtenidos por extraccion con disolventes, ya sea de oliva
o de semilla.

Quimicamente las ceras son ésteres formados a partir de la union de acidos grasos (Cyo-
Cag) y alcoholes grasos de cadenas largas (C,7- Cs;) (Pérez- Camino et al., 2003). Una cera

tiene hasta 58 atomos de carbono, influyendo esto es sus propiedades fisicas:

Alto peso molecular
Punto de fusion superior a 70°C

Precipitan en aceites a 40°C
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Las ceras que se encuentran con mas frecuencia son las de Cygp, Cqo, Cag y Cye. Las

distintas ceras se separan en funcion del nimero de atomos de carbono.

Se adiciona a la grasa un patrén interno (Laurilaraquidato C32) y se fracciona mediante
cromatografia con columna de gel de silice hidratado. La fraccion eluida en las condiciones
de ensayo (con menor polaridad que la de los triglicéridos) se recupera y se analiza
directamente mediante cromatografia de gases con columna capilar (COI/T.20/Doc.n’18.

2003).

El disolvente portador, cuya polaridad se la da el éter etilico es poco polar. Las ceras
de cadena lineal son menos polares que los triglicéridos y demas componentes del aceite,
como las ceras de esteroles y las ceras triterpénicas, por lo que se retienen menos y se
eluyen primero de la columna; posteriormente se eluird el Sudan I, utilizado como
marcador cromatografico y que tiene estructura similar a las ceras. Al encontrarse el Sudan
a 1 cm de la terminacion de la columna, se puede asegurar que se han eluido todas las ceras

incluida la C32 empleada como patron.

El analisis realizado se llevo a cabo siguiendo el Reglamento (CEE) n°® 183/93 de la
Comision, de 29 de enero de 1993, por el que se modifica el Reglamento (CEE) n°
2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de

oliva y sobre sus métodos de analisis

¢ Preparacion de la muestra
Se emplea la técnica descrita por el Consejo Oleicola Internacional (COI), empleada

posteriormente por muchos autores (Ranalli et al., 1999; Pérez- Camino et al., 2003), para

la determinacion del contenido en ceras en aceites de oliva virgen extra.
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a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Sudan I 1% en hexano: se pesa 1g de Sudan I y se disuelve en 100 mL de
n-hexano para cromatografia.

Gel de silice con granulometria comprendida entre 60 y 200 um. El gel se
introduce en el horno a 500°C durante 4 horas. Se enfria y se afiade el 2%
de agua referido a la cantidad de gel de silice empleada, se agita
vigorosamente para homogeneizar la masa y se mantiene protegido de la
luz durante 12 horas antes de usarlo.

Solucion de patron interno Laurilaraquidato 0.1 % (m/V) en hexano: se
pesan 0.1g del patréon interno y se disuelve en 100 mL de hexano (Pérez-
Camino et al., 2003).

Disolvente para elucion n-hexano: éter dietilico (99: 1, v/v). La mezcla

debe preparase a diario.

b. PREPARACION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA

La cromatografia en columna de gel de silice hidratado se utiliza para separar la

fraccion de ceras del aceite. Los pasos para preparar la columna son los siguientes:

Colocar un algodoén en el extremo inferior de la columna.

Se suspenden 15 g del gel de silice en n-hexano y se introduce en la
columna. Producida la sedimentacién espontineamente, se completa
golpeando la columna con una varilla de teflon para que el lecho
cromatografico sea mas homogéneo y se adiciona n- hexano para eliminar
posibles impurezas.

Se pesan en un matraz de 25 mL 0.5 g de la muestra de aceite a analizar, y
se adiciona 0.1 mL de patrén interno.

Afadir al matraz que contiene el aceite unas gotas de la solucion Sudan 1.

76



Material y Métodos

- Transferir la muestra preparada a la columna cromatografica, con ayuda
de dos porciones de 2 mL de disolvente de elucion.

- Se deja fluir el solvente hasta que se sitie a I mm por encima del nivel del
gel de silice. A continuacion se afiade el disolvente de elucion, con un
flujo de unas 15-20 gotas cada 10 segundos. La temperatura ambiente sera
de 22°C aproximadamente. Se interrumpe la elucién cuando el Sudan I se
localiza a 1 cm aproximado del algodon.

- Evaporar la fraccion resultante en rotavapor hasta la practica eliminacion
del solvente, y llevar a completa sequedad con una corriente débil de
nitrégeno

- Adicionar finalmente 3 mL de n-heptano (Ranalli et al., 1999; Pérez-
Camino et al., 2003)

e Mdétodo Cromatografico

Se analiza el contenido en ceras presente en las muestras de aceite pertenecientes a las

campafias olivareras 2001- 2004, mediante cromatografia de gases, con previa extraccion

de la muestras siguiendo los pasos antes descritos.

a. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Las condiciones operativas son las siguientes:

a.1. Temperatura de la columna:

Tnicio 80 °C (1 min)—— 240 °C ——— 325 °C (6 min)—> 340 °C (10 min)
20 °C/min 5 °C/min 20 °C/min

a.2. Temperatura del detector: 350 °C.

a.3. Gas portador: Hidrogeno a presion constante de 25 Kpa
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a.4. Cantidad de sustancia inyectada: 1 pL de la solucion en n- heptano.

a.5 Tiempo total de analisis: 58 minutos.

b. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LAS CERAS

La identificacion de cada uno de los picos correspondientes a las ceras se efectiia en
funcién de los tiempo de retencion y por comparacion con mezclas de ceras analizadas en
idénticas condiciones, de las que se conocen sus tiempos de retencion. Las ceras que se

encuentran con mas frecuencia son las de Cap, Ca2, Caq y Cag.

Se identifican gracias al empleo del patron interno (Cs;), cuyo tiempo de retencion es el
limite de identificacion de los aldehidos presentes en el aceite, y evita su interferencia con

otros compuestos (Pérez- Camino et al., 2003).

El analisis cuantitativo se realizé con empleo del integrador de las areas de los picos
del patron interno y de los ésteres alifaticos de C40 a C46. El contenido expresado en mg/

kg de materia grasa, se calcula:

Ceras = Ay . m,. 1000/ A;. m

Ay = area del pico de cada uno de los ésteres, en milimetros cuadrados.
A= area del pico del patrén interno, en milimetros cuadrados.
m = peso del patron interno afiadido, en miligramos.

m = peso de la muestra de aceite tomada, en gramos.
Los componentes a cuantificar son los correspondientes a los picos con numero de

carbono par comprendidos entre los ésteres C40 y C46. Los resultados se expresan en

miligramo por kilogramo de materia grasa (ppm).
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Disolvente de elucion:
n-hexano/éter dietilico

Material y Métodos

0.1 mL patron interno

—+

Gotas de Sudan I

n- Heptano

Figura 1: Esquema analitico para la determinacion de Ceras
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1.1.3.- Estudio de la composicion polifenolica del aceite de oliva
virgen extra. Determinacion espectrofotométrica de los polifenoles

totales.

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

e Muestras

Las muestras analizadas en este estudio son las mismas que las empleadas en las
técnicas descritas en los apartados anteriores. Aceites de oliva virgen extra obtenidos de
aceitunas de la variedad Picual, por sistema de extraccion bifasico, pertenecientes a una
misma Denominacion de Origen de las campafias 2001- 2002, 2002- 2003 y 2003- 2004.

La extraccion de todas las muestras 13 por campana, 39 en total, se realiz6 por duplicado.

e Reactivos

Se emplea los siguientes reactivos en la determinacion espectrofotométrica de los

polifenoles totales [Tabla 1,2]:

Tabla 1. Patron de referencia

Nombre Proveedor

Acido Galico Sigma (Madrid-Espaia)
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Tabla 2. Reactivos utilizados en la obtencion de la muestra

Nombre Proveedor

Reactivo de Folin-Ciocalteau Merck (Darmstadt, Alemania)
Carbonato Sodico Panreac (Barcelona, Espafia)
n-Hexano HPLC Panreac

Metanol Panreac

e Instrumentacion

1. Espectrofotémetro:

Espectrofotometro UV- Vis. Boeco S-22, Germany.

2. Instrumentacion y Material de laboratorio

Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria
(vasos de precipitado, pipetas aforadas, matraces).

Balanza de precision de sensibilidad de 0,1 miligramo, Mettler mod.
AE-200 (Mettler, Toledo)

Bafio de agua termostatizado P-Selecta® (Barcelona, Espatfia).

Rotavapor 144 Biichi (Suiza).
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METODO

e Fundamento

El método se fundamenta en el caracter reductor de los polifenoles. Emplea como
reactivo una mezcla de acido fosfotiingstico y acido fosfomolibdico, en medio basico, que
se reduce al oxidar los compuestos fendlicos, originando o6xidos azules de tugsteno
(Wg0»3) y molibdeno (MogO,3). 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 de Folin-Ciocalteau. Se trata la muestra con el reactivo de Folin-Ciocalteau en
presencia de Na,COs (Vdzquez et al., 1973). Los resultados obtenidos con este método
espectrofotométrico se pueden correlacionar perfectamente con los test enzimaticos de

capacidad antioxidante realizados en el aceite.

¢ Preparacion de la muestra

La determinacion de los polifenoles se ha realizado por el método descrito por Vazquez

y col. (Vazquez et al., 1973).

a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

e Disoluciéon Patrén: se disuelven 0.500g de acido galico, desecado

previamente en estufa a 100 °C durante 2 horas y enfriado en desecador, en
100mL de agua bidestilada

e Disoluciéon de bicarbonato sédico al 20% (p/v): se disuelven 200g de

carbonato sodico en un litro de agua en ebullicion, se enfria a temperatura
ambiente y se filtra. Se prepara con antelacion para evitar la turbidez y por

tanto su interferencia en la lectura.
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PROCEDIMIENTO PARA LA MEDIDA DEL INDICE DE

POLIFENOLES TOTALES (IPT)

Curva de calibrado: se prepara a partir de la disolucion madre de acido

galico de 0.5 g/L, tomando volumenes de 10, 20, 30 y 50 mL que se vierten
en matraces aforados de 100 mL y se diluyen con agua bidestilada hasta
enrase. La concentracion de estas disoluciones es de 50, 100, 150 y 250
mg/L respectivamente. De cada una de estas disoluciones se toma 1 mL y se
vierte en un matraz aforado de 100 mL, se adiciona a continuacién a cada
matraz 5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau y 20 mL de Na,COj, se agita
bien y se diluye con agua hasta enrase. Se deja reposar la disolucion durante
30 minutos a temperatura ambiente y se mide su absorbancia en el
espectrofotometro a 725 nm, empleando agua bidestilada como blanco. Se

representa la absorbancia frente a la concentracion [Figura 1].

( N
0.4
0.35 A
£
S 03 A
&
~ 025 A
o]
% 0.2 A
-g 0.15 4 y = 0.0014x + 0.0233
2 011 R? = 0.9964
<
0.05
0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Concentracion mg/L

\\
Figura 1: Curva de calibrado de polifenoles totales.

Preparacion de la muestra: se pesa con exactitud 15g de aceite. Se adicionan
20 mL de hexano para favorecer la solubilizacion completamente. La
mezcla se transfiere a una ampolla de decantacion. Para realizar la
extraccion de los polifenoles del aceite, se adiciona un volumen total de

50mL fraccionado en tres volimenes con una mezcla de MeOH:H20

83



Material y Métodos

(40:60) (v/v). Se agita suavemente para evitar la formaciéon de emulsiones.
Se extraen las tres fases acuosas que contienen los compuestos fenolicos,
que se transfieren a un matraz de 50 mL, se adiciona la mezcla de metanol:
agua hasta enrase. Se toma 1 mL y se adiciona 5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteau y 20 mL de Na,COs al 20%, se enrasa con agua bidestilada y se
deja en reposo durante 30 min, a continuacion se realiza la lectura a 725 nm.
La medida de la absorbancia en las mismas condiciones que con la recta de
calibrado permite conocer la concentracion de polifenoles totales, por
extrapolacion en la recta. Los resultados se expresan como acido galico en

mg /L.
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20 mL hexano

y = 0.0014x + 0.0233
R? = 0.9964

Absorbancia 725 nm

0 50 100 150 200 250
Concentracion mg/L

300

Figura 2: Esquema analitico para la determinacion del IPT
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1. CARACTERIZACION DEL ACEITE DE OLIVA
VIRGEN EXTRA.

1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

1.2.1 Determinacion de la fraccion insaponificable del aceite de oliva

virgen extra.

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos en la determinaciéon de la fraccion
insaponificable de las muestras estudiadas. El valor oscila entre 1.002 % y 1.291 %, en el
total de las campafias analizadas. Para comparacion de los resultados de la determinacion
de la fraccion insaponificable en las muestras de aceite de oliva virgen extra, se realiz6 un

analisis de los parametros estadisticos: media aritmética, desviacion estandar (S.D), valor

maximo y minimo por campaiia y el error relativo o coeficiente de variacion (CV %).

Muestra % Insaponificable Muestra % Insaponificable Muestra % Insaponificable
1 1.291 +£0.07 1 1.277 £0.03 1 1.170 £0.10
2 1.154 £0.10 2 1.295 £0.05 2 1.198 £ 0.08
I 3 1.183 £ 0.03 ] 3 1.179 £ 0.04 a 3 1.187 £ 0.02
S 4 1.030 +0.03 S 4 1.041 £ 0.06 S 4 1.161 £0.05
o 5 1.330 £ 0.04 b= 5 1.184 £ 0.06 = 5 1.157+£0.03
2 6 1.211£0.15 S 6 1.033 £0.04 2 6 1.222 £0.06
g 7 1.099 £ 0.01 § 7 1.089 £ 0.09 g 7 1.135£0.08
= 8 1.110 £ 0.04 =% 8 1.11 £ 0.05 = 8 1.114 £ 0.09
£ 9 1.189+003 | & 9 12384004 | & 9 1196 % 0.10
© 10 1.098+0.03 | © 10 1267+012 | 10 1.320 +0.04
11 1.125+0.13 11 1.065 £ 0.04 11 1.247 £0.03
12 1.232+0.07 12 1.072 £0.13 12 1.163£0.15
13 1.002 £0.10 13 1.111 £0.07 13 1.094 £ 0.05
Tabla 1: Resultados de la fraccion insaponificable total en las muestras de aceite de oliva virgen estudiadas.
Campaiia n Media S.D Miximo Minimo CV %
2003-2004 13 1.158 0.09 1.33 1.00 7.77
2002-2003 13 1.150 0.09 1.30 1.09 7.82
2001-2002 13 1.181 0.05 1.09 1.32 4.23

Tabla 2: Resultados por campafias del contenido en insaponificable.
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Estos aceites se encontraban dentro de la normativa europea vigente en el momento en
que se realizaron los analisis (Reglamento CEE n°® 2568/91), que establecia un valor para el
aceite de oliva virgen de la materia insaponificable, no superior al 1.5 %. En la actualidad,
el Reglamento (CE) n° 1989/2003, que modifica al anterior, no altera este valor del
contenido en materia insaponificable en un aceite de oliva virgen, de manera que los
aceites presentan un contenido dentro del limite legal permitido, y se consideran aceites de
oliva virgenes extra. Esta fraccion es la que marca la gran diferencia de los aceites de oliva
virgenes con el aceite de oliva y el aceite de orujo de oliva, ya que estos estan formados en
su gran mayoria por aceites refinados, y al pasar por refineria la gran parte de la fraccion

insaponificable es destruida por los procesos que sufre en ella.

Es muy escasa la bibliografia encontrada, que cuantifique de forma global el contenido
de la fraccion insaponificable en el aceite de oliva virgen. Se emplean métodos analiticos
especificos para cuantificar los componentes minoritarios que forman esta fraccion y que
son de elevado interés por las funciones biologicas que presenta (escualeno, vitamina E, -
caroteno etc.) (Jiménez et al., 1996; Cert et al., 1997; Lecker et al., 2000, Giacometti et
al., 2001; Fourati et al., 2002; Lazzez et al., 2002; Dell’ Agli et al., 2002)

Un trabajo publicado en el 2004, evalu6 in vitro, la influencia que la fraccion
insaponificable del aceite de oliva virgen tiene en la produccion de eicosanoides y o6xido
nitrico por las células endoteliales, presentando un efecto beneficioso sobre la funcion
endotelial por descenso en la biosintesis de eicosanoides proinflamatorios y

vasoconstrictores (Perona et al., 2004).

Los componentes minoritarios que forman parte de la fraccion insaponificable del
aceite de oliva, incluye més de 250 compuestos quimicos (Servili et al., 2002, Carrasco-
Pancorbo et al., 2005), son importante no so6lo por mejorar la calidad y palatabilidad del
aceite (aroma, color, flavor etc.) (Mataix et al., 1988, Mariani et al.,1993; Mataix, 1993),
sino también por los efectos beneficiosos que estos aportan a la salud humana (sustancias
antioxidantes, hipocolesterolemiante, aporte de vitaminas, etc.) (De la Puerta et al., 2000;

Mataix, 2002).
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1.2.2. Estudio del contenido en Ceras del Aceite de Oliva Virgen

Extra

El analisis realizado se llevo a cabo siguiendo el Reglamento (CEE) n° 183/93 de la
Comision, de 29 de enero de 1993, por el que se modifica el Reglamento (CEE) n°
2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de

oliva y sobre sus métodos de analisis.

La mayoria de los trabajos publicados basados en la determinacioén en aceites de oliva
virgen extra del contenido en ceras, emplean la técnica descrita por nosotros. Existen
pequeiias modificaciones en cuanto al proceso de obtencion de la muestra a inyectar en el
cromatografo de gases, utilizando diferentes disolventes de elucion, patron interno, y
condiciones operativas en la cromatografia que varian en funcion de las caracteristicas de
la columna y del cromatografo de gases a fin de obtener una adecuada separacion de las
ceras, satisfactoria resolucion de los picos y optima retencion del patron interno de 18 + 3

minutos (COI/T.20/Doc.n’18. 2003).

Nota y col. disefiaron un nuevo procedimiento para determinar el contenido en ceras en
aceites de oliva virgen extra, aceites de oliva virgen y aceites de oliva, en un intento de
mejorar el método propuesto por el Reglamento (CE) 183/93, que es mas laborioso y
emplea un elevado tiempo en la preparacion de la columna cromatografica y en la elucion
de las muestras. La técnica descrita emplea una columna de gel de silice disponible
comercialmente, lo que reduce el tiempo de analisis y la cantidad de silica gel utilizado,
emplea como solvente de elucion el tetracloruro de carbono, que favorece la separacion
completa entre la fraccion de las ceras y la fraccion de triglicéridos, y al ser un tnico
solvente evita cambios en la polaridad que puede darse al emplear una mezcla, asi se
eliminan todos los posibles riesgos cromatograficos. El disolvente de elucion descrito en
el Reglamento (CE) (n-hexano/éter dietilico), se caracteriza por una cantidad critica de éter
que puede conllevar a una incompleta separacion de ambas fracciones si la cantidad
afiadida se incrementa o reduce en proporciones insignificantes. En general el método

propuesto por Nota y col. mejora el descrito en el Reglamento (CE) y empleado en la
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memoria, ya que a las ventajas antes descritas se une una reduccion en el tiempo de
analisis, desde 3 horas a 40 minutos y una disminucion en la cantidad de muestra analizada
de 500 mg, empleado por nosotros, a 20 mg. En el analisis cromatografico, las condiciones
empleadas han sido similares sélo difiriendo en el uso de una columna capilar con mayor

polaridad.

En conclusion, el método descrito obtiene resultados similares a los obtenidos con la
técnica descrita en el Reglamento, pero este procedimiento es mas facil de usar, mas rapido
y mas exacto (Nota el al., 1999). Presenta como inconveniente la elevada toxicidad en
humanos del solvente empleado, muy limitado su uso hoy en dia. Trabajos publicados
posteriormente, emplean para la elucion la mezcla propuesta en el Reglamento (Ranalli et

al., 1999) o la mezcla de hexano- tolueno (Pérez- Camino et al., 2003).

En 1993, Amelio y col. emplearon para la separacion de las ceras en aceites de oliva, la
cromatografia liquida (LC), e intentaron reemplazarla por la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), usando como solventes una mezcla de hexano/etanol, obteniendo
buenos resultados comparandolos con el método tradicional. En 1998, se perfeccion6 la
técnica favoreciendo la separacion conjunta de las ceras, isomeros del escualeno y

estigmastadienos (Amelio et al., 1993; 1998).

Se emplea como patrén interno Laurilaraquidato C-32, que impide que interfiera en el
analisis cromatografico con otros componentes, este patron es ampliamente usado en todos
los trabajos consultados (Nota et al., 1999; Ranalli et al., 1999; COI/T.20/Doc.n°18. 2003,
Pérez- Camino et al, 2003), y es posible también utilizar palmitil palmitato o miristil

estearato.

Para controlar visiblemente la correcta elucidén de las ceras, se afiade a la mezcla de
elucion Sudan I. El colorante tiene una retencion intermedia entre las ceras y triglicéridos,
por lo tanto, cuando la coloracién alcanza el fondo de la columna cromatografica hay que

suspender la elucion, al haberse eluido todas las ceras.
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Pérez- camino y col, emplearon la mezcla de hexano- tolueno como solvente de elucion
en la columna de gel de silice, para favorecer la eliminacion de la fraccion hidrocarbonada
presente en el aceite de oliva (mayoritariamente escualeno). La primera fraccion obtenida
(7mL aprox.) se rechaza, y la segunda fraccion es la que se analiza por contener aldehidos,
ceras y una cantidad residual de escualeno que no interfiere en el analisis realizado (Pérez-

Camino et al., 2003).

Se emplea en el ensayo cromatografico hidrogeno como gas portador, aunque algunos

autores utilizan el helio (Nota et al., 1999), y las muestras diluidas en heptano.

mV -

0000

Patron

200007

10000+

T1tt

min

Figura 1: Cromatograma de la fraccion de ceras de una muestra de aceite de oliva virgen extra por CG.

Los componentes a cuantificar son los correspondientes a los picos con numero de
carbono par comprendidos entre los ésteres C40 y C46, como se muestra en el

cromatograma de las ceras del aceite de oliva [Figura 1].

En los aceites de oliva las ceras mas frecuentemente encontradas son las de C40- C46,
y su determinacion se emplea como parametro para evaluar su calidad, estando regulado su
contenido en valores maximos de 25mg/ 100g para evitar adulteraciones por mezcla con

aceites de orujo de aceituna y/o aceites lampantes (Mataix et al., 2001).

A continuacion se muestra el contenido en ceras en las muestras de aceite de oliva

virgen extra, correspondiente a las tres campafias de nuestro estudio. Para comparacion de
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los resultados de la determinacion de ceras en las muestras de aceite de oliva virgen extra,

se realizo un analisis de los parametros estadisticos: media aritmética, desviacion estandar

(S.D), valor maximo y minimo por campafa y el error relativo o coeficiente de variacion

(CV %).
Campaiia n Media S.D Miaximo Minimo CV %
2003-2004 13 62.80 11.52 87.30 55.50 18.3
2002-2003 13 66.40 11.64 95.50 50.60 17.5
2001-2002 13 76.29 10.20 92.30 53.20 13.3

Tabla 1: Resultados por campaias del contenido en ceras de las muestras de aceite de oliva virgen extra estudiadas.

Conc ceras

6

Muestras aceite

O Campaiia 2003- 2004 B Campaiia 2002- 2003 O Campaia 2001- 2002

Figura 2: Concentracion de ceras en aceites de oliva virgen extra de las tres campafias estudiadas.

La normativa vigente en el momento del andlisis (Reglamento CEE n°® 2568/91),

establecia un valor de contenido en ceras para aceites de oliva virgenes, inferior o igual a

250 mg/kg. En la actualidad el Reglamento (CE) n® 1989/2003, que modifica al anterior,

mantiene dicho valor en el contenido de ceras, de manera que los aceites presentan un

contenido en ceras dentro del limite legal permitido, y se consideran aceites de oliva

virgenes extra.
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En las muestras estudiadas los valores de ceras encontradas en la campana 2003-2004
oscilan entre 51.5 ppm y 87.3 ppm, entre 50.6 y 95.5 ppm en la segunda campafia y entre
53.2y 92.3 en la primera campafia, correspondiente a 2001- 2002.

Los valores son muy similares y comparables a los encontrados en la bibliografia para
aceites espafioles e italianos, 94 mg/ kg (Nota et al., 1999), 31- 95 mg/ kg (Ranalli et al.,
1999), 27- 185 mg/ kg (Pérez- Camino et al., 2003).

Algunos autores han estudiado la influencia del método de extraccion en la
determinacion de ceras, conjuntamente a otra serie de parametros: acidez, indice de
perdxidos, k3o, kazg ete., relacionados directamente con la calidad del aceite de oliva virgen
extra. El estudio se realizo en aceites italianos de la variedad Leccino, Coratina y Dritta, y
los resultados mostraban un descenso en el valor de todos los parametros descritos si el
sistema de extraccion era por centrifugacion, en comparacion al sistema de percolacion. El
contenido en las ceras oscilaba desde 112 a 95, 46 a 31 y 77 a 57mg/ kg, para las
variedades Leccino, Coratina y Dritta respectivamente, comprobando que el aceite
procedente de la 1* extraccion es mas rico en las ceras C40- C46. El fenémeno es debido a
la presencia de estas sustancias en la cuticula externa de la fruta verde (Ranalli et al.,

1999).

El contenido en ceras puede ser “inducido” por fenomenos térmicos durante el proceso
de extraccion del aceite por una mala separacion de orujos (Boskou et al., 1998), o debido
al empleo de altas temperaturas en el amasado. Si el incremento es debido a un “mal
trabajo” de la pasta de aceituna, la determinacion deberia ir acompafiada por acidez y

alcoholes.

Son muchos los estudios que relacionan el aumento de contenido de ceras en el aceite,
con el aumento de la temperatura durante el almacenamiento (Garcia et al., 1996, Mariani
et al., 1996). Asi, las ceras experimentan un gran aumento por encima de 20 °C, por lo que
es recomendable, almacenar los aceites a temperaturas inferiores. Puede suceder que el

aceite expuesto a temperaturas menores de 8 °C, y envasado en botellas transparentes
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durante un tiempo prolongado adquiera un aspecto “opaco” o aparezcan copos y esto
puede deberse, bien a concentraciones altas de acido palmitico que se solidifica en el
centro de la botella dando un aspecto turbio al aceite, fenomeno que desaparece cuando el
aceite se expone a altas temperaturas, o bien a la presencia de ceras, la deposicion, en este
caso es en la base en forma de precipitado y en las paredes del envase; una vez que
solidifican es mas dificil que vuelvan a formar parte de la masa oleosa. Es comun que
ambas manifestaciones se den en el aceite de oliva cuando se expone a bajas temperaturas
ya que todos los aceites contienen acido palmitico en su composicion de acidos grasos y

pequefias concentraciones de ceras.

La aparicion de ceras se incrementa durante el almacenamiento prolongado
dependiendo de, el tipo, material constructivo, temperatura y situacion del deposito, a la

intemperie o en bodegas a temperaturas controladas (Mariani et al., 1996)

Se observo que el empleo de nitrogeno, como gas sustitutivo del aire en los espacios
inertes disminuye la concentracion de ceras, lo que puede estar relacionado con la

disminucién de oxigeno y por tanto, de los fendmenos oxidativos.

Christopoulo y col. estudian los efectos del tiempo y condiciones de almacenamiento
(luz, oscuridad y nevera) en los diferentes tipos de aceite de oliva, concluyendo que al final
del periodo el contenido en ceras es proporcional al de alcoholes totales, que la acidez baja
se corresponde con ceras bajas en el aceite de oliva virgen y que la temperatura es el
principal factor que influye en el contenido de ceras en el aceite (Christopoulo et al.,
1997). Un estudio realizado entre 1997 y 1999 sobre el efecto del tiempo y temperatura
sobre el aceite de oliva obtenido de variedades italianas, demostrdo el progresivo
incremento del contenido total en ceras con el paso del tiempo y a elevadas temperaturas

(Paganuzzi et al., 1997; 1999).

El contenido en ceras varia también en funcion a la variedad de aceites de oliva,

obtenidos por presion y centrifugacion, siendo ligeramente superior en los aceites
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obtenidos por presion y aumenta la formacion de ceras cuando se realizan varios procesos

de centrifugacion consecutivos (Ranalli et al., 1996, Alba et al., 1996).

En general, la presencia de ceras no altera las propiedades del aceite ni le confiere
caracteristicas desagradables desde el punto de vista nutricional. Si se hallan dentro de los
limites establecidos en la norma del codigo alimentario, su presencia no debe ser
considerada un defecto sino el resultado de fendmenos térmicos que afectan
momentaneamente al producto. Aun asi, se recomienda el almacenamiento de las muestras

de aceite a temperatura inferior a los 20° C, ausencia total de luz y de oxigeno.

95



Resultados y Discusion

1.2.3. Estudio de la composicion polifendlica del aceite de oliva
virgen extra. Determinacion espectrofotométrica de los polifenoles

totales.

Los analisis realizados tienen como finalidad caracterizar la fraccion fenolica de estos
aceites, mediante identificacion y cuantificacion de los polifenoles presentes. El ensayo
colorimétrico basado en la reaccion del reactivo Folin- Ciocalteau con los grupos hidroxilo
de los compuestos fendlicos, es el mas usado para la determinacion cuantitativa de los
polifenoles totales del aceite de oliva (Singleton et al., 1965, Gutfinger et al., 1981). El
método consiste en una calibracion con un compuesto fenodlico puro (4cido galico), la
extraccion de los fenoles de la muestra y la medida de la absorbancia después de la
reaccion generadora de color. El 4acido galico es el compuesto puro, empleado
mayoritariamente, al encontrase en elevada proporcion, por muchos autores. Se emplea

este ensayo por su simplicidad y rapidez en el analisis (Blekas et al., 2002).

El principal inconveniente de estos métodos es su baja especificidad, que puede llevar
incluso a la aparicion del color sin que exista ninguna reaccion con el grupo hidroxilo del
compuesto fenolico, que induce a error en los resultados, sobreestimando la cantidad de
fenoles presentes. Cualquier sustancia capaz de reducir el complejo fosfotingstico-
fosfomolibdénico podria interferir (Matthaus., 2002; Obied et al., 2005). Ademas, este
método responde de manera diferente a los distintos fenoles (Escarpa et al., 2001), por lo
que los datos de esta medida del conjunto de polifenoles no deben considerarse como
resultados absolutos. Asi, muestras con un contenido fendlico total muy similar, pero muy
variable en cuanto a su composicion fenolica, presentan diferente respuesta en el método

colorimétrico.

El método original fue descrito por Folin y Denis en 1912, empleando en el proceso el
reactivo Folin-Denis (Folin et al., 1912), aunque presentaba ciertos inconvenientes y
posibles errores. Dependiendo de la temperatura de trabajo y de otros factores, el color azul

generado por la reaccion se mantenia o desaparecia transcurrido los 30 minutos, dando
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lugar a resultados erroneos, lo que dificultaba la realizacion del andlisis cuando se
trabajaba con un amplio nimero de muestras. Por ello, se investigd para desarrollar un
nuevo procedimiento que evitara dichos inconvenientes, empleando el reactivo de Folin-
Ciocalteau que producia soluciones menos turbias y reduce el tiempo de reaccion (Folin et
al., 1927). El reactivo Folin-Ciocalteau contiene un mayor contenido de molibdato,
aumentando la sensibilidad a la reduccion en comparacion al reactivo Folin-Denis. El
compuesto generado es azul y se detecta facilmente con el espectrofotometro en el

intervalo de 500- 750 nm.

Montedoro y col. estudiaron la influencia de diferentes solventes (metanol al 60%, 80%
y 100%) en la extraccion de los compuestos fenolicos en el aceite de oliva y en mezclas del
aceite con diferentes solventes (hexano, éter de petrdleo, cloroformo). Los mejores

resultados se obtuvieron al emplear metanol/agua (80: 20 v/v) (Montedoro et al., 1992).

Los métodos enzimaticos también son muy adecuados para medir la cantidad total de
fenoles y se caracterizan porque son mas sencillos y rapidos que el Folin-Ciocalteu y que
las técnicas cromatograficas (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005), presentando una
mayor estimacion en los resultados que el método colorimétrico. Se demostro la existencia
de una relacion lineal entre el contenido polifendlico de los aceites de oliva y su capacidad

antioxidante, al emplear estos métodos (Mosca et al., 2000).

Escarpa y col. cuantificaron el contenido en polifenoles totales en diferentes tipos de
muestras, comparando un método cromatografico (HPLC) y el tradicional analisis por
espectrofotometria, en un intento de minimizar las desventajas analiticas asociadas a la
técnica de Folin-Ciocalteau, principalmente la falta de especificidad del método que lleva a

una sobreestimacion de los resultados finales (Escarpa et al., 2001).
El empleo de la técnica de HPLC para determinar los polifenoles totales se basa en la

suma de los picos de manera individual, usando curvas de calibracion 6 factores de

respuesta, estandares comerciales y distintas longitudes de onda. Las limitaciones de esta
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técnica para cuantificar polifenoles totales se deben a la complejidad de los cromatogramas

de HPLC vy al elevado solapamiento de los picos.

Un trabajo publicado recientemente, describe un nuevo método electroquimico como
alternativa a la técnica tradicional por espectrofotometria, con una elevada especificidad,
para cuantificar el contenido total polifendlico. Este método genera una reaccion
electroquimica basada principalmente en la oxidacion del grupo alcohol (-OH) de los
polifenoles a cetona (-C=0). Concluyen que el método electroquimico propuesto puede ser
una buena alternativa en la determinacion de los polifenoles totales; es una técnica rapida,
facil, de elevada precision y ampliamente aplicable a diferentes alimentos (Blasco et al.,
2005). En 2003, Pignatelli empleo un analisis electroquimico, no sélo para determinar el
contenido polifendlico total sino también para medir el poder antioxidante de la fraccion

fenolica en aceites (Pignatelli, 2003).

En este estudio se ha empleado el método de Folin-Ciocalteu por ser el método de
cuantificacién mas comin y mas encontrado en bibliografia para polifenoles totales en el
aceite (Montedoro et al., 1992; Capannesi et al., 2000, Blekas et al., 2002, Finley et al.,
2005; Georgé et al., 2005, Huang et al., 2005, Prior et al., 2005, Schoefs et al., 2005).

Muchos trabajos correlacionaron el contenido polifenolico con los diferentes métodos
de medida de la capacidad antioxidante, en aceites y en otros alimentos (Gorinstein et al.,
2003; Ferndndez- Pachon et al., 2004, Villafio et al., 2006) conjuntamente a los resultados
estadisticos, que se describiran en el capitulo 3 de la presente memoria. El contenido
fenolico contribuye a la actividad antioxidante y por ello la importancia del contenido
fenolico total o individual en la estabilidad de los aceites de oliva (Tsimidou et al., 1998,
Aparicio et al., 1999, Beltran et al., 2000, Salvador et al., 2001; Del Carlo et al., 2004).

En conclusion, la actividad antioxidante es proporcional al contenido fendlico.
Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico (Capannesi et al., 2000;

Escarpa et al., 2001; Fernandez-Pachon et al., 2004, Villaio et al., 2006), 4cido cafeico
(Blekas et al., 2002; Gomez-alonso et al., 2002; Gorinstein et al., 2003, Tsimidou et al.,
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2005), acido tanico 6 tirosol. El 4cido galico es el mas empleado en la bibliografia, como
compuesto de calibracion en la determinacion de polifenoles totales, y el utilizado por

nosotros.

A continuacion se muestra el contenido de polifenoles totales expresados en mg de

acido galico/ Kg [Figura 1-3].
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Figura 3: Concentracion de polifenoles totales. Campafia
2001-2002.

La concentracion media de la campafia 2003-2004 ha sido 1085.92 + 363.69 mg acido
géalico/Kg aceite (n=13); en la campafia 2002-2003 1348.61 + 430.20 acido galico/Kg
aceite (n=13) y en la campana 2001-2002 1060.92 + 291.21 acido galico/Kg aceite (n=13).
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Para la comparacion de los resultados de los aceites obtenidos en las diferentes
campafas olivareras, se realizd un analisis estadistico de varianza (ANOVA) no

encontrando diferencias significativas entre los aceites obtenidos en afios consecutivos.

Los valores normales de polifenoles totales en el aceite de oliva virgen pueden variar

desde 50 hasta 800 mg/Kg.

La variedad de aceituna (Brenes et al., 1999; De Stefano et al., 1999), el sistema de
extraccion empleado (Angerosa et al, 1996, Gomez-Alonso et al., 2002), el grado de
maduracion de la aceituna y las condiciones de almacenaje (Cinquanta et al., 1997;
Okogeri et al., 2002), son factores que pueden influir en el contenido de polifenoles totales

en el aceite de oliva virgen.

La elevada concentracion encontrada por nosotros se debe en gran medida, a la

variedad de aceituna predominante en esta Denominacion de Origen, como es la Picual.

Entre las variedades de aceituna espafiolas, la Picual, es junto con la Picuda, la de
mayor contenido en polifenoles, con unos niveles que suelen oscilar entre los 500 y 1000
mg/Kg (Mataix, 2001), 300 a 700 mg/Kg (Garcia et al., 2002). Gémez-Alonso y col.
cuantificaron el contenido polifenolico total en aceites de oliva virgen obtenidos de la
variedad Cornicabra, que junto a la variedad Picual, es muy rica en compuestos
polifenolicos (Gomez-Alonso et al., 2002). El contenido total de polifenoles en aceites de
oliva griegos oscilaba entre 180 y 210 mg acido galico/ Kg de aceite (Valavanidis et al.,

2004).

Se sabe que la concentracion de polifenoles totales en aceites, determinada por
métodos colorimétricos, disminuye con la maduracion (Uceda et al., 1997, Gutiérrez et al.,
1999, Brenes et al., 2000a), ya que durante la maduracion se producen una serie de
cambios que afecta al perfil polifendlico. En el 2003, Skevin y col. publicaron un trabajo
basado en la disminucion en la concentracion total de polifenoles y o-difenoles, al

incrementarse el grado de maduracion de la aceituna (Skevin et al., 2003).
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En nuestro estudio, se compard el contenido polifendlico total en muestras obtenidas al
principio de la campaifia con las obtenidas en los tltimos meses, que tienen un mayor grado
de maduracion. Se observd que las concentraciones de polifenoles disminuian de forma
significativa (¢ de Student para muestras relacionadas (p < 0.001) al aumentar el grado de
la maduracion de la oliva. Se comprobd dicho descenso, al afio siguiente con aceites
obtenidos en diferentes etapas de la campaiia. Se realizo el estudio con las muestras que

tenian una mayor concentracion en polifenoles totales.

Campaiia 2001-2002

mpaiia 2002-2003

Muestra Nov-Dic Febrero Muestra Nov-Dic Febrero
| 1 1785 +35.35 | 910 +40.54 1 1929 + 114.55 | 965 +34.98 |
| 5 1188 £45.25 | 705+ 65.13 2 2000 + 18.38 |1003 + 76.98]
9 1365+ 94.75 | 694 +21.90 9 1895 +36.76 | 895 + 45.89
1446 + 306.63 | 769 + 121.65 1941 + 53.57 | 954 + 54.78

Tabla 1: Polifenoles totales. Concentracion de polifenoles totales (expresados como mg acido galico / Kg de aceite), valor medio
y desviacion estandar, al principio de la campaia y en los ltimos meses.

Se comprueba, que en los aceites obtenidos de aceitunas con mayor grado de

maduracion, el contenido total se reduce casi en un 50%.

Existen muchas variables que influyen en el contenido total polifendlico del aceite de
oliva: el tipo de sistema empleado en la extraccion, variacion de temperatura, tiempo de
batido y el grado de dilucion de la pasta de aceituna. Gémez-Alonso y col. demostraron
que no existia diferencia significativa, en el contenido polifenolico total en aceites de la
variedad Cornicabra, obtenidos por el sistema bifasico en comparacion al empleo del
sistema de tres fases, caracterizado por incorporar un % de agua a la pasta de aceituna,
aunque si se observo que el contenido total es mayor en los aceites extraidos con el sistema
bifasico (Gomez-Alonso et al., 2002). En muchos trabajos publicados no se encontro
diferencias significativas en cuanto al contenido en polifenoles totales, en aceites obtenidos

con uno u otro sistema (Angerosa et al., 1996, Salvador et al., 1998). Jiménez y col.
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observaron que cuanto mayor era la temperatura y cantidad de agua, el aceite obtenido era

de menor estabilidad, con un contenido més bajo en polifenoles y menos amargo.

Se realizo un estudio en aceites de oliva virgenes almacenados en ausencia y presencia
de luz, observando los cambios que podian existir en diversos parametros de calidad de los
mismos, Okogeri y col. comprobaron que en presencia de luz existe un descenso del 45%
en el contenido total polifendlico en aceites almacenados durante 4 meses, si el almacenaje
es en ausencia de luz el descenso es de 39-45% en 6 meses y del 50-62% a los 12 meses
(Okogeri et al., 2002). Otros autores, concluyeron que el descenso en el contenido total en
aceites obtenidos de aceitunas Picual, almacenado durante 2 afios en condiciones
adecuadas, ha sido del 30% y esta ligera disminucion se debe principalmente a la elevada

concentracion en acido oleico que tienes dichos aceites (Garcia et al., 2002).
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2. ESTUDIO DE ANTIOXIDANTES DEL ACEITE DE OLIVA
VIRGEN EXTRA

2.1. MATERIAL Y METODOS

2.1.1. Estudio del contenido en Escualeno del aceite de oliva virgen

extra.

MATERIAL

e  Muestras

Las muestras analizadas para determinar el contenido en escualeno, son aceites de
Oliva Virgen Extra pertenecientes a las campafas olivareras 2001-2002, 2002-2003 y
2003-2004, obtenidos por el sistema bifasico de extraccion. Algunas muestras de aceite del
periodo 2003-2004 se obtuvieron por un proceso de molturacion bajo patente, basado en un
efecto de laceracion ejercido por un sistema de rodillos, que facilita la extraccion del aceite
sin formacion de emulsiones y evita la pérdida de determinados componentes sensoriales y
nutricionales del aceite de oliva virgen. La extraccion de todas las muestras se realizo por

triplicado.

e Reactivos

Los reactivos utilizados para la cuantificacion del escualeno son descritos a

continuacion [Tabla 1, 2]:
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Tabla 1. Standard de referencia

Nombre Proveedor

Squalene 98% (2,6,10,15,19,23- | Sigma (Madrid, Espafa)
Hexamethyl-2,6,10,14,18,22-

tetracosanexaeno) 100mL

Tabla 2. Reactivos utilizados en la obtenciéon de la muestra

Nombre Proveedor

n-Hexano Panreac

Metanol Panreac

Potasio Hidroxido 85% Panreac

Agua bidestilada desionizada Sistema Milli-Q de Millipore. Modelo
RO15 (Millipore, Gif Sur Yvette,
Francia)

Etanol Absoluto Panreac

Nitrogeno comprimido Air-liquide, Alpha Gaz (Madrid,
Espafia)

Hidrogeno comprimido Air-liquide, Alpha Gaz

e Instrumentacion

La instrumentacion empleada en la determinacion del escualeno en las muestras

descritas, se detalla a continuacion:

1. Cromatodgrafo de gases:

- Perkin- Elmer Autosystem (HP 5890), con sistema inyector estandar
y detector de ionizacion de llama (FID).

- Columna capilar SGL-5, 50 m de longitud, 0.32mm de didmetro
interno y 0.1 p de espesor. SUGERLABOR S.A (Madrid, Espafia).

- Microjeringa 5 pL. Hamilton.
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2. Instrumentacién y Material de laboratorio

- Tubo de ensayo T. Rosca SVL C.40, 22 x 200 M (Sigma- Madrid).

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria.

- Vortex Reax Control. Heidolph (Schwabach, Alemania).

- Mocropipetas Transferpette® , de 100, 200,500 y 1000 uL, Brand,
(Alemania)

- Pipetas Pasteur 2mL, 150 mm, Pobel (Madrid, Espafia)

- Balanza de precision de sensibilidad de 0,1 miligramo, Mettler mod.

AE-200 (Mettler, Toledo)

METODO

¢ Fundamento

Se emplea un método rapido para la determinacion de escualeno en los Aceites de
Oliva Virgen Extra, hidrocarburo triterpénico saturado con seis dobles enlaces [Fig.1], que
es el mas abundante en el aceite de oliva (mas del 90 %) (Aguilera et al., 2005) y por tanto
el de mayor proporcion en la fraccion insaponificable (Mataix et al., 2001), hasta el 40%
en peso (Kiritsakis et al., 1992). Ampliamente distribuido en la naturaleza con una alta

proporcion en el aceite de oliva en comparacion con otros aceites vegetales.

Figura 1. Estructura quimica del escualeno
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El método analitico descrito por Lanzén y col. en 1995, ha sido puesto a punto en la
presente memoria para cuantificar de forma sencilla y rapida el escualeno en las muestras
de aceite descritas. Se realiza una metilacion alcalina en frio de la muestra grasa disuelta en
hexano y posteriormente se analiza la disolucion de hexano por cromatografia gaseosa
(Lanzon et al., 1995). Esta técnica emplea en la cuantificacion de escualeno, el escualano
como patrdn interno.

En nuestro trabajo se emplea, en el analisis cuantitativo del pico cromatografico del

escualeno, la estandarizacion externa.

¢ Preparacion de la muestra

a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS (Lanzon et al., 1995).

e KOH metanoélica 2N: se pesan 13.17g de hidroxido potéasico al 85% y se
disuelve en 100 mL de metanol.

e FEtanol:Agua (1:1): se mezclan volimenes iguales de ambos reactivos en
funcion de la cantidad necesitada en el analisis.

¢ Disolucion estandar de escualeno en hexano: se parte de una concentracion
de 1000 ppm (disolucion madre) a partir de la cual se preparan las

disoluciones de menor concentracion.

b. PROCEDIMIENTO DE SAPONIFICACION Y EXTRACCION

Durante todo el proceso de saponificacion y extraccion se emplea material adecuado,
para evitar en lo maximo posibles alteraciones de la muestra, y se almacenaron hasta su
analisis en botellas de vidrio color ambar, en condiciones 6ptimas de 4°C en ausencia de

luz.

Se emplea la técnica descrita por Lanzon y col. con alguna modificacion, (Lanzon et

al., 1995), para la determinacion rapida y sencilla de escualeno en aceites vegetales, muy
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semejante a técnicas empleadas por otros autores (Giacometti et al., 2001) en
publicaciones posteriores, con algunas pequefias variaciones en los reactivos empleados,

pero con procedimientos muy similares.

Se pesa la muestra grasa en tubos con tapon de rosca de vidrio color topacio, con

volumen adecuado (aproximadamente 15mL), para evitar pérdidas y alteraciones.

Se adiciona 5 mL de hexano para favorecer la disolucion y se agita para homogeneizar
la muestra. A continuacion se anade 1mL de una solucion metandlica de hidroxido
potasico 2N, para favorecer la saponificacion que permite la hidrolisis de los enlaces éster,
la liberacion de los 4cidos grasos y una mejor separacion de la fraccion insaponificable que
contiene los componentes minoritarios del aceite, incluyendo entre ellos el escualeno,
aunque algunos trabajos indican las posibles pérdidas de escualeno durante el proceso de
saponificacion y extraccion, que da lugar a un falseamiento de los resultados (Lu et al.,

2004).

Se agita vigorosamente durante 1 minuto para favorecer el mezclado y se deja en
reposo durante 10 minutos para favorecer la separacion de las dos fases, con ayuda de una
pipeta Pasteur la disolucion de hexano se pasa a otro tubo de iguales caracteristicas, y se
lava repetidamente, con una mezcla de etanol:agua (v/v). Finalmente decantada la

disolucion de hexano, se inyecta directamente en el cromatografo de gases.

e Mdétodo Cromatografico

Se emplea la cromatografia en fase gaseosa (CG), en comparaciéon con métodos mas
laboriosos y antiguos descritos por algunos autores que emplean la cromatografia en capa
fina, de la fraccion insaponificable obtenida tras someter al aceite a una saponificacion, y
posterior analisis de los hidrocarburos obtenidos por cromatografia gaseosa (Bondioli et

al,, 1993)
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a. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Puesta a punto de la técnica descrita por Lanzon y col. (Lanzon et al., 1995) basada en

el analisis de la disolucién de hexano obtenida tras la extraccién, por cromatografia

gaseosa, empleando la técnica de patron externo (Giacometti et al., 2001). Las condiciones

bajo las que se opera son las siguientes:

Nitrogeno 300 °C 300 °C

\ T

Gas Portador | |
Inyector Detector

Caratula de Control

Sisterna de Adguisicion y
Pracesamiento de Datos (El Cantral
del Cromatdgrafo también se puede
efectuar mediante la Computadaora)

Cromatoégrafo de
gases
| | | |
(" Temperatura Temperatura Temperatura Gas portador )
del horno del detector del inyector
250 °C 300 °C 300 °C Nitrégeno
\_ J

Figura 2: Esquema de las condiciones cromatograficas empleadas en la CG
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Las temperaturas descritas se mantienen constantes durante todo el proceso. Se realiza

una inyeccion siempre de 1pL, y la duracion total de cada analisis es de 15 minutos.

Tras realizar 5 6 6 inyecciones, se aumento la temperatura del horno 10°C durante 15

minutos, para limpiar la columna de componentes minoritarios menos volatiles.

b. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DEL ESCUALENO

La identificacion del escualeno se realizd por igualdad de tiempo de retencion entre el
patréon y la muestra a analizar, empleando una técnica de identificacion no cromatografica
basada en la adicion de estdndar a las muestras problema, y por lo tanto el incremento en el

area del pico cromatografico correspondiente.

La cuantificacion del compuesto se hace en funcion de la sefial de area que da dicho
compuesto a la longitud de onda correspondiente y a su maximo de absorbancia en el
cromatograma. El andlisis cuantitativo del pico cromatografico se realiz6 por medio de una
estandarizacion externa, se realiza una recta de calibrado con diferentes concentraciones
del patron cromatografico puro del escualeno en hexano, empleando concentraciones
cercanas al contenido esperado en el aceite, y el area del pico identificado en la muestra se

interpola en la ecuacion obtenida.

Las soluciones estandar de escualeno en hexano, empleadas en la determinacion de
dicho componente en las muestras de aceite oscilaron entre valores de 50, 100, 125, 200,
250, 500, 750 y 1000 ppm, todas las medidas se hicieron por triplicado y la recta de

calibrado se expres6 en mg/ L.

Tabla 3: Ecuacion recta de calibrado patrén Escualeno

Compuesto Ecuacion® Coeficiente de

correlacion (r)

Escualeno y=110"x-1310"" 0.9995

*y=ax +b, y = concentracion del compuesto expresada en mg/ puL, x = area
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Figura 3: Esquema analitico para la determinacion de Escualeno
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2.1.2. Estudio del contenido en B-Caroteno del aceite de oliva virgen

extra

MATERIAL

e  Muestras

En el presente estudio se han seleccionado un total de 39 aceites de oliva virgen extra,
los mismos analizados en el apartado anterior 2.1, la extraccion de todas las muestras se
realiz6 también por triplicado. Todos los aceites se almacenaron a 4°C en ausencia de luz,
empleando botellas de vidrio color ambar hasta su analisis. Las muestras pertenecientes a
la campafia 2001-2002, estuvieron almacenadas un afio hasta su analisis para la

determinacion de B-Caroteno, en las condiciones 6ptimas descritas.

e Reactivos

Se detallan a continuacion, todos los reactivos empleados en la determinacion del -

Caroteno en los aceites de oliva analizados:

Tabla 1. Standard de referencia

B-Carotene type II synthetic 25 Sigma- Aldrich (Madrid, Espaiia)

mg

Tabla 2. HPLC reactivos

Agua bidestilada desionizada Sistema Milli-Q de Millipore. Modelo

RO15 (Millipore, Gif Sur Yvette,

Francia)
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Tabla 3. Reactivos utilizados en la obtenciéon de la muestra

Agua bidestilada desionizada Sistema Milli-Q de Millipore.
Modelo R01S5 (Millipore, Gif Sur

Yvette, Francia)

Nitrégeno comprimido Air-liquide, Alpha Gaz

(Madrid, Espaiia)

e Instrumentacion

La instrumentacion empleada en la determinacion del contenido en B-Caroteno en las

muestras descritas, se enumera a continuacion:

1. Cromatodgrafo liquido de alta eficacia

- Perkin- Elmer, Series 200 equipado con inyector automatico, bomba
binaria y detector diodo-array (P-E., Madrid, Espafia) y software
TotalChrom v6.2 con LCI.

- Columna HPLC Tracer Extrasil ODS2 Spum, 15 x 0.4 cm

Teknokroma® (Barcelona, Espaifia)
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2. Instrumentacién y Material de laboratorio

- Tubo de ensayo T. Rosca SVL C.40, 22 x 200 M (Sigma- Madrid).

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria.

- Bafo de agua termostatizado P-Selecta® (Barcelona, Espatfia).

- Rotavapor 144 Biichi (Suiza)

- Filtros de uso tinico Osmonics inc, Magna, 0.45 micron, 13mm, 100/
PK.

- Filtros de uso tinico Osmonics inc, Magna, 0.45 micron, 47mm, 100/
PK.

- Inserto Kimble Chromatography KG33, 0.25 mL, 6mm, Scharlau
(Barcelona, Espafia).

- Viales automuestrador 12x32mm, 1.8 mL. Kimble K633. Scharlau

- Vortex Reax Control. Heidolph (Schwabach, Alemania).

- Mocropipetas Transferpette® , de 100, 200,500 y 1000 pL, Brand,
(Alemania)

- Pipetas Pasteur 2mL, 150mm Pobel (Madrid, Espafia)

- Balanza de precision de sensibilidad de 0,1 miligramo, Mettler mod.

AE-200 (Mettler, Toledo).

3. Tratamiento estadistico de los resultados

- Se ha empleado el programa informatico SPSS *, version 12.0.
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METODO

¢ Fundamento

En la presente memoria se pretende determinar el contenido en B-Caroteno,
hidrocarburo tetraterpénico poliinsaturado [Fig. 1], precursor de la vitamina A (Mataix et
al., 2001), independiente al contenido global de carotenoides existentes en las muestras de
aceite de oliva virgen extra analizadas, 6 de cada compuesto por separado, como describen

muchos autores.

Figura 1. Estructura quimica del B- caroteno

Se emplea la técnica descrita por Gimeno y col. (Gimeno et al., 2000), que permite
cuantificar el contenido en B-Caroteno, de forma mas rapida y minimiza la cantidad de
muestra y solventes empleados, en comparacion a otros métodos descritos por otros
autores. Emplea en el proceso de saponificacion, sustancias antioxidantes que evitan la
pérdida de vitaminas liposolubles, y que no interfieren en el analisis cromatografico

(Kimura et al., 1990, Servili et al., 1996, Escriva et al. 2002).

Muchos trabajos describen diversas condiciones para realizar la saponificacion,
empleando temperaturas y tiempos diferentes (Romera et al., 1994, Albald- Hurtado et al.,

1997, Sanchez- Machado et al., 2002, Escriva et al., 2002).

Se hace mucha referencia a las posibles pérdidas de carotenoides (Khachik et al., 1986,

Kimura et al., 1990) y las posibilidad de minimizarlas empleando sistemas enzimaticos
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(Lietz et al., 1997) 6 adicionando sustancias antioxidantes (Servili et al., 1996, Kimura et

al., 1990; Gimeno et al., 2000;).

Es importante seleccionar los solventes mas adecuados, tanto en el proceso de
extraccion como en el analisis cromatografico por HPLC, para evitar o minimizar
cualquier posible alteracion. Segiin Gimeno y col (Gimeno et al., 2000), se ensayaron
muchas solventes como fases moviles en el ensayo cromatografico, que permitieran la

optima elucion de los componentes carotenoides de la muestra.

Se emple6 una mezcla de hexano- acetato de etilo, como mejor solvente para favorecer
la extraccion de la fraccion insaponificable y de los componentes carotenoides, en

comparacion al hexano s6lo ¢ cualquier mezcla de otros.

El metanol es el solvente empleado mayoritariamente en la fase movil, a pesar de que
el B-Caroteno es poco soluble en él, aunque no presenta este inconveniente usado a bajas
concentraciones. Es recomendado por muchos autores (Nierenberg et al., 1985, Epler et
al., 1992), en comparacion con el acetonitrilo, que puede prolongar el tiempo de retencion
¢ incrementar la duracion del analisis (Escrivad et al., 2002), al igual que el butanol, que
permite conseguir la retencion deseada e incremento en la solubilidad y selectividad frente

a disolventes como el cloroformo, tetrahidrofurano y acetato de etilo.

¢ Preparacion de la muestra

a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS (Gimeno et al., 2000).

e Hidroxido potasico al 76 %: se pesan 89.41g de KOH 85%, y se disuelve en
100 mL de agua desionizada.
e Cloruro sédico (25 g/L): se pesan 2.5g de NaCl y se disuelven en 100 mL

de agua desionizada
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e Disolucion estandar de B-Caroteno 0.5 mg/mL (disolucion madre): se parte
de 25 mg de B- caroteno, que se disuelven en 50 mL de metanol. Se tiene
una concentracion de 0.5 mg/ mL (500 ppm), a partir de la cual se preparan

las disoluciones de menor concentracion de 10, 5, 2.5, 1y 0.5 ppm.

b. PROCEDIMIENTO DE SAPONIFICACION Y EXTRACCION

Se usa, en todo el proceso de extraccion, material adecuado para evitar al maximo
posibles alteraciones de la muestra, que se almacenaron hasta su analisis en condiciones

optimas a 4°C, en ausencia de luz, en botellas de vidrio color ambar.

Se emplea la técnica propuesta por Gimeno y col. (Gimeno et al., 2000), muy similar a
la descrita por Manzi y col. 1998 (Manzi et al., 1998), y Escriva y col. (Escriva et al.,

2002), con algunas variaciones.

Se requiere el tratamiento previo de la muestra, que consiste en una saponificacion que
permite la hidrélisis de los enlaces éster, la liberacion de los acidos grasos y la separacion
de la fraccion que contiene el B-Caroteno; aunque tiene el inconveniente de que puede

ocasionar pérdidas en el proceso de su extraccion que hace menos precisa la cuantificacion.

Se pesan 400 mg de aceite, en tubos con tapon de rosca de vidrio color topacio, con
volumen adecuado, para evitar pérdidas y alteraciones. Se adiciona, como sustancia
antioxidante que evite las pérdidas de vitaminas liposolubles, durante la saponificacion y
extraccion, 0.2 g de acido ascorbico, 15 mL de etanol absoluto y 4 mL de hidréxido

potasico al 76%, bajo atmosfera de nitrégeno.

Las condiciones empleadas, finalmente, en la presente memoria, permiten la adecuada

saponificacion, incubando los tubos en agitacion continua a 70°C durante 30 minutos.
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Tras enfriar la muestra, colocando los tubos en un bafio de hielo, se adiciona SmL de
NaCl al 2.5% para favorecer la separacion de las fases y se con una mezcla de n-

hexano/acetato de etilo (85:15 v/v), para extraer la fraccion insaponificable.

Las fases organicas obtenidas se evaporan hasta sequedad en el rotavapor, controlando
la temperatura con un bafio de agua termostatizado a 40°C, el residuo se lleva a sequedad
bajo corriente de nitrogeno y se redisuelve en metanol. Previa a la inyeccion en el HPLC se
filtra para evitar la presencia de particulas que puedan obstruir el sistema en el analisis
cromatografico, y se inyecta inmediatamente para evitar la oxidacion y descomposicion del
B-Caroteno. En caso de no poder realizar la inyeccion de forma inmediata se almacena a
temperatura de congelacion de -20°C, nunca un tiempo superior a una semana, que es el

tiempo maximo de estabilidad de la muestra.

e Mdétodo Cromatografico

Se analiza el contenido en B-Caroteno presente en las muestras de aceite pertenecientes
a las campanas olivareras 2001- 2004, mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
(HPLC) que presenta una mayor especificidad que los métodos colorimétricos y
fluorimétricos (Gimeno et al., 2000), y es un método excelente para separar y cuantificar

los componentes carotenoides y sus isomeros (Lietz et al., 1997).
a. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
Se utiliza el método cromatografico propuesto por Gimeno y col. (Gimeno et al.,
2000), que usa una técnica en fase reversa (RP- HPLC), emplea fases moéviles polares y
permite separar los compuestos en funcion de su polaridad y solubilidad.
La inyeccion no se hizo de la muestra directamente sino tras previa extraccion y

saponificacion del aceite, para eliminar las clorofilas y lipidos que pueden interferir en el

posterior analisis.
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Las fases moviles empleadas fueron:

A: Metino
B: Acua Milli-O

2
) d 1

Al emplear altas presiones es imprescindible evitar la presencia de particulas que
puedan obstruir los cafios y la formacion de burbujas que puedan deteriorar el relleno de
las columnas y que produzcan inestabilidad en la sefial del detector (McNair et al., 1973).
Para evitarlo, los solventes y las muestras a inyectar se filtraron y desgasificaron al vacio,
manteniéndolas en estas condiciones durante el tiempo de analisis. Se hizo siempre una

inyeccion de 50 pL.
El gradiente de elucion empleado se muestra en la siguiente tabla:
Tabla 4. Gradiente de elucién para la determinacioén de - Caroteno

Tiempo

(min)

El flujo de elucion es de 2.0 mL/min y la temperatura de la columna cromatografica es
de 45°C, el eluyente adquiere la temperatura de 45°C a su paso por el horno antes de entrar

en la columna.
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Existe un control de la temperatura para evitar oscilaciones en la medida de la linea
base y para obtener tiempos de retencion constantes. La duracion de cada analisis es de 20
minutos. Los analisis se realizaron por triplicado, y la zona de longitud de onda estudiada
ha sido a 450 nm (Gimeno et al, 2000). Es un método que permite, en menos de 8
minutos, de forma rapida y completa la identificacion y cuantificacion del f-Caroteno en

los aceites de oliva virgen extra estudiados.

b. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DEL B-CAROTENO

Se prepara una disolucion patrén de 0.5 mg/mL de B-Caroteno, empleando como
disolvente metanol, y se almacena a temperatura de congelacion a -20°C, en botes

adecuados para evitar las posibles alteraciones.

La identificacion del compuesto carotenoide se realizd mediante la comparacion del
espectro del compuesto y del patron correspondiente, y por contraste en el tiempo de
retencion (tr). Se realizd ademas, la adicion de los patrones a varias muestras problema,

para comprobar el aumento de area de los picos cromatograficos.

La cuantificacion de un compuesto determinado en una muestra se hace en funcion de
la sefial de area que da dicho compuesto a la longitud de onda correspondiente a su

maximo de absorbancia en el cromatograma.

En la presente memoria se emplea la técnica del estandar externo. Se preparan muestras
del patron de concentracion conocida que se analizan y permiten construir una curva de
calibrado para el componente a cuantificar. La técnica de estdndar externo presenta como
inconvenientes: la necesidad de medir exactamente el volumen inyectado, tanto del patron
como de la muestra a analizar, el volumen de inyeccion es critico, que el instrumento debe
estar perfectamente equilibrado; como ventajas destacan: que no es necesario que se
detecten todos los compuestos, que se eluyan todos los compuestos y la necesidad solo de

calibrar los picos de interés.
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El principio de esta técnica es que la concentracion de un producto es proporcional al
area del pico cromatografico correspondiente.

Las disoluciones se preparan a partir de la disolucion madre (0.5 mg/mL), a
concentraciones menores y cercanas al contenido esperado en el aceite para construir la
recta de calibrado de cuantificacion, y el area del pico identificado en la muestra se

interpola en la ecuacion obtenida.

Las disoluciones de menor concentracion fueron de 10, 5, 2.5, 1 y 0.5 ppm, referidas a
un litro, al inyectar 50 pL, se hace la transformacion para expresar todas las

concentraciones de la curva de calibrado en mg/ 50 pL.
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Figura 2: Cromatograma HPLC-Vis, del patron puro de p-caroteno medido a 450 nm, a concentracion de
2.5 ppm
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Figura 3. Curva calibrado patrén p-Caroteno
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Tabla 4. Ecuacién recta de calibrado patréon - Caroteno

Compuesto Ecuacion® Coeficiente de

correlacion (r)

Beta- Caroteno y=2 10°x-110" 0.9999

?y=ax +b, y = concentracion del compuesto expresada en mg/ 50 pL, x = area
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Esquema del proceso de obtencion del - Caroteno

Ac. Ascorbico

Hidroxido Potasico 76%

Etanol Absoluto —

Zq —
Sodico

2.5 %

Fase acuosa

Fase Organica

Incubar a 70°C
30 minutos

Continua agitacién

Hexano/acetato

de etilo

Metanol
Filtrar

Figura 4: Esquema analitico para la determinacion de - Caroteno
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2. ESTUDIO DE ANTIOXIDANTES DEL ACEITE DE
OLIVA VIRGEN EXTRA

2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.2.1. Estudio del contenido en Escualeno del Aceite de Oliva Virgen

Extra

e Evolucion e influencia de las técnicas de extraccion, saponificacion y

cuantificacion del escualeno en el aceite de oliva virgen extra.

Los hidrocarburos actiian como intermediarios de las estructuras lipidicas en aceites
vegetales, y constituyen alrededor del 32- 50 % del material insaponificable, siendo el mas
abundante el escualeno. Un estudio realizado por Cattaneo y col. en 1945, en aceites de
oliva, demostro la influencia de este hidrocarburo en la fraccion del insaponificable, ya que
debido a una rancidez oxidativa existe una disminucion en el contenido insaponificable,
por la ruptura de escualeno y la formacion de productos acidos, que se pueden asociar a

cambios en las caracteristicas organolépticas del aceite de oliva.

El método descrito con anterioridad para la identificacion y cuantificacion del
escualeno en las muestras de aceite de oliva virgen extra, pertenecientes a las campanas
olivareras 2001-2004, se basa en una cromatografia en fase gaseosa empleando como gas
portador el nitrogeno, que es inerte para evitar posibles interacciones y adecuado al

detector empleado en nuestra técnica que es un detector de ionizacion a la llama (FID).

Giacometti y col. emplearon la cromatografia gaseosa para la determinacion de
alcoholes alifaticos, a- tocoferol, esteroles y escualeno en aceites de oliva, s6lo trabajando
con la fraccion del insaponificable sin previo empleo de la cromatografia en capa fina. La

técnica descrita es muy semejante a la empleada en la presente memoria, con
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saponificacion y aislamiento de la fraccion insaponificable, que facilita la determinacion de
los componentes menores en el aceite de oliva. Esta técnica se caracteriza por presentar

una alta sensibilidad (Giacometti et al., 2001).

En aceites con alta concentracion en escualeno como en el aceite de oliva virgen, la
posible interferencia de otros hidrocarburos en el analisis cromatografico es insignificante
pero si la concentracion en escualeno es baja, como ocurre en los aceites vegetales, se
recomienda el uso de columnas capilares de mayor longitud, para evitar la interferencia

con otros hidrocarburos saturados (Moreda et al. 2001).

Durante el almacenaje, se comprobd la degradacion del tocoferol, escualeno,
compuestos fenodlicos y acidos grasos poliinsaturados (AGPI), en aceites de oliva virgenes
extra italianos, empleando técnicas diferentes de cuantificacion y almacenado simulando
las condiciones mas habituales de conservacion. La principal causa de descenso en la
concentracion de los compuestos analizados, se debe al incremento en los niveles de
oxigeno en las botellas que tienen el aceite envasado. El tocoferol fue la primera molécula
en oxidarse (aproximadamente un 20% a los 2 meses y un 92% a los 12 meses). El
contenido de escualeno y o-difenoles permanecid estable en los primeros meses por la
presencia del tocoferol, y comenzo a descender a los 6-8 meses (del 45-50 % a los 12
meses), el descenso en los AGPI comenzo al disminuir la concentracion de las sustancias

antioxidantes.

En la cuantificacion del escualeno las muestras estan diluidas en hexano y se emplea la
cromatografia gaseosa (Rastrelli et al., 2002). Se observo que no interferia la presencia de
luz durante el almacenaje. Hay autores que consideran la luz y la exposicion al oxigeno los
factores mas relevantes en la degradacion del escualeno que la temperatura (Psomiadou et

al., 2000).
Muchos trabajos publicados con anterioridad a este estudio experimental, emplearon

diversos métodos alternativos a la cromatografia gaseosa, o diferentes formas de obtencion

de la muestra en el proceso de extraccion.
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Eisner y col. (Eisner et al, 1965), fueron de los primeros en estudiar la fraccion
completa del insaponificable en aceites de oliva, concluyendo que dentro del contenido en
hidrocarburos el escualeno representaba del 85- 90% del contenido total, posteriormente
muchos trabajos determinaron el contenido global de estos hidrocarburos, basandose en su
fraccionamiento empleando cromatografia en capa fina y su cuantificacion por
cromatografia gaseosa, en aceites de oliva virgenes procedentes de diferentes variedades de

aceitunas (Arbequina, Cornicabra, Empeltre, Hojiblanca y Picual) (Guinda et al., 1996).

Los trabajos publicados diez afios atras, emplean en su mayoria, la saponificacion de la
muestra grasa, extraccion de la materia insaponificable y fraccionamiento de la misma por
cromatografia en capa fina, obteniendo la fraccion correspondiente a los hidrocarburos que
son analizados posteriormente por cromatografia gaseosa (Bondioli et al., 1993; Lanzon et
al., 1994; Guinda et al., 1996), también se han empleado métodos espectrofotométricos
que requieren un proceso de desecacion prolongado, e incluso trazas de los solventes
pueden interferir alterando el color desarrollado (Mendelsohn et al., 1997), pero poco a
poco estas técnicas han dejado de usarse, ya que las muestras a analizar son sometidas a
multiples pasos, que provoca posibles pérdidas y alteraciones en los procesos de
saponificacion y extraccion previos al andlisis y dan lugar a falseamientos en los

resultados.

En 1998, Manzi y col. emplean HPLC en fase normal, para cuantificar el escualeno en
aceites de oliva virgen italianos, al igual que otros componentes minoritarios de la fraccion
insaponificable del aceite, empleando una mezcla de n-hexano/2-propanol como fase
movil. Paralelamente se analizaron varias muestras por HPLC en fase reversa, obteniendo

resultados comparables (Manzi et al 1998).

Nenadis y col. determinaron el contenido de escualeno en aceites de oliva, empleando
una mezcla de metanol/ acetona en la extraccion y como fase mévil acetona/acetonitrilo,
usando RP- HPLC y medida de absorcion a 208 nm, sin previa saponificacion y extraccion

de la fraccion insaponificable (Nenadis et al., 2002; Psomiadou et al., 2002)
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Un trabajo publicado por Lu y col. en el 2004, emplea la cromatografia liquida de alta
resolucion con detector de diodo-array (HPLC- DAD) en la determinacion de escualeno en
aceites de oliva, es un método simple y rapido con alta sensibilidad y precision, utiliza en
la extraccion metanol/acetona, y emplea como fase moévil acetonitrilo (100%) en lugar de
metanol o acetona/acetonitrilo (Murkovic et al., 2004), al comprobar que la acetona tiene
un elevado ruido provocando una baja sensibilidad, y el metanol, a la inversa, un bajo

ruido y elevada sensibilidad (Lu et al., 2004).

Son muchos los disolventes organicos empleados en la extraccion del escualeno, como
el hexano, etanol y diclorometano, que presentan la ventaja de un menor tiempo de

retencion pero una peor separacion del escualeno.

Ni los ésteres metilicos formados ni los componentes disueltos en el hexano interfieren
en el analisis cromatografico, ya que los primeros son mas volatiles y salen al principio del

registro cromatografico y los segundos se posicionan detras del escualeno.

A continuacion se muestra el cromatograma de una muestra de aceite de oliva virgen

extra perteneciente a la tlltima campaiia estudiada:

Volts
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Figura 1: Cromatograma de una muestra de aceite de oliva virgen extra de la campafia 2003- 2004
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¢ Contenido de escualeno en el aceite de oliva virgen extra.

El contenido en escualeno disminuia considerablemente, en aceites de oliva refinados,
aproximadamente del 25%, con valores de 340 mg /100 g, con respecto a los aceites de
oliva virgen extra, que oscilaban entre 424- 800 mg /100g (Owen et al., 2000) y en otros
aceites vegetales (maiz: 19- 36 mg/100g, girasol: 8- 19 mg/100g, soja: 7- 17 mg/100g
(Kiritsakis, 1992).

Estas diferencias cualitativas y cuantitativas con respecto al aceite de oliva virgen extra
en la fraccion de hidrocarburos, se debe principalmente al conjunto de reacciones durante
el proceso de refinado, que favorece la formacion de nuevos hidrocarburos (isomeros del
escualeno, compuestos terpénicos, etc.). La presencia de estos productos es la base, de los
métodos oficiales de analisis para diferenciar entre aceites crudos y aceites refinados

(Moreda et al., 2001).

A.Oliva Virgen Extr

-] Virgen Refinado
[E==5] Aceite Semillas

Squalene (mg/100g)

Figura 2: Contenido de escualeno en aceites (Owen et al., 2000)
A continuacion se muestra el contenido de escualeno, hidrocarburo mas abundante en

el aceite de oliva, con importante funcion antioxidante de las muestras de aceite

correspondientes a las tres campafias de nuestro estudio. Los resultados se expresaron
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como media y desviacion estdndar (x £ SD), que nos da idea de la variabilidad de los
datos. Se determind otro parametro estadistico para medir el grado de dispersion de las
medias de todas las posibles muestras que pudieran extraerse de la poblacion, el error

estandar de la media (EE).
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Figura 3: Concentracion de escualeno en las muestras de aceite de oliva virgen del 2001-2002. La concentracion
media de escualeno ha sido 501.27 + 102.14 mg/ 100g aceite (n=13).

Todas las muestras analizadas son aceites obtenidos de la variedad Picual, con un
sistema de extraccion de dos fases, procedentes de distintas almazaras que forman parte de
la misma Denominacion de Origen. Los valores obtenidos en esta primera campana (2001-
2002), oscilaron entre 382.67 y 744.8 mg/100g, con un valor medio de 501.27 (D.E.:
102.14) y en la campana siguiente se obtuvo valores de 583.93 mg/100g, de valor
promedio (D.E.: 90.60), existe poca variacion en los resultados obtenidos entre las dos
campafas, en general la diferencia puede deberse a factores genéticos, agronémicos y
ambiéntales, influyendo en la composicion de un mismo aceite de una campatfia a otra, al
igual que las caracteristicas de recoleccion, almacenamiento y obtencion del mismo. Se
calcul6 otro parametro estadistico, el error estandar de la media (EE) para medir el grado
de dispersion de las medias de todas las posibles muestras que pudieran extraerse de la
poblacion, obteniendo un valor de 28.32 y 25.12 para las campaiias 2001-2002 y 2002-

2003 respectivamente, este valor estima la desviacion tipica de un grupo imaginario
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formado por las medias de las posibles muestras de tamafio 13 que se pueden obtener de la

poblacion de la que procede cada muestra.

Figura 4: Concentracion de escualeno en las muestras de aceite de oliva virgen del 2002-2003. La concentracion
media de escualeno ha sido 583.93 + 90.60 mg/ 100g aceite (n=13).

En la ultima campaifia analizada (2003-2004) la mayoria de las muestras han sido
obtenidas por el sistema de extraccion bifasico al igual que las muestras anteriores

estudiadas, exceptuando algunas obtenidas por un sistema patentado de rodillos.

Asi las muestras 1,2 y 3 de la Gltima campafia, presentaban valores muy por encima del
resto de las muestras de aceite analizadas, lo que explica el incremento en la desviacion
estandar en la ultima campafia, siendo importante comentar que estas muestras que
presentan mayor contenido de escualeno, son los aceites obtenidos con el sistema
patentado de rodillos que no adiciona nada de agua durante la obtencion de los mismos.
Aunque esta diferencia estadisticamente no se considera, al ser un niumero de muestras
muy poco representativo del total. Los valores medios obtenidos son de 650.27 + 121.31

mg/100g, con un valor de £E de 33.64.
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Figura 5: Concentracién de escualeno en las muestras de aceite de oliva virgen del 2003-2004. La
concentracion media de escualeno ha sido 650.27 = 121.31 mg/ 100g aceite (n=13).

Considerando el global de todos los valores obtenidos, los niveles de escualeno en los
aceites de oliva virgen extra estudiados oscilaron entre 382.67 y 901.2 mg/ 100g, y
variaban segiin campafia con valor promedio de 578.49 = 119.77 mg/100g (n= 39), el error
estandar de la media para medir el grado de dispersion de las medias de todas las posibles
muestras que pudieran extraerse de la poblacion es de 19.18. Se comprobd que el global de
los valores obtenido presentaba una distribucion normal, valida para realizar

posteriormente los ensayos estadisticos.

Figura 6: Histograma de resultados empiricos obtenidos de
escualeno. Distribucion normal
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En la figura 7, se observa el contenido en escualeno en las muestras de aceite de las tres
campafias estudiadas, observando la diferencia en las muestras obtenidas por el sistema de
extraccion por rodillos aunque no existen diferencias significativas importantes. En el resto
de las muestras el contenido en escualeno es muy similar en todas las campafias, variando
ligeramente de unos afios a otros. En general las caracteristicas del aceite de oliva, son
dependientes de factores genéticos, agrondémicos y ambiéntales, influyendo en Ia
composicion de un mismo aceite de una campafia a otra, al igual que las caracteristicas de

recoleccion, almacenamiento y obtencion del mismo.

1000+
8004
6004
4004

2004

Conc.escualeno mg/100g

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Muestras aceite

m Campana 2003-2004 0 Campafa 2002-2003 @ Campana 2001-2002

7

Figura 7: Comparacion en el contenido de escualeno en las muestras de aceite de oliva virgen de las tres campafias estudiadas.

Se puede observar, que no existen diferencias en el contenido de escualeno entre las
muestras procedentes de las distintas almazaras que componen una misma denominacion
de origen. El tratamiento estadistico que se ha realizado sobre los resultados obtenidos de
las muestras en el ensayo incluye el andlisis de la varianza (ANOVA), no existiendo
diferencias significativas entre las tres campafas (se han considerado significativamente

diferentes los datos obtenidos con una p < 0,05).
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Los resultados de escualeno obtenidos son similares a los encontrados en la
bibliografia. Asi, se han recogido valores de escualeno en aceites de oliva virgenes entre
136-708 mg /100g (Kiritsakis et al., 1992), 80-1200 mg/100g (Cert et al., 2000), 125-750
mg/100g (Mataix et al, 2001), 300-545 mg/100g (Giacometti et al., 2001), 200-700
mg/100g (Assmann et al., 2003), 120-750 mg/100g (Moreno, 2003), 20-750 mg/100g
(Aguilera et al., 2005), 100-800 mg/kg (Hrncirik et al., 2005).

Manzi y col. investigaron la relacion entre aceites obtenidos de diferentes variedades de
aceitunas italianas, con alglin constituyente de la fraccion del insaponificable con actividad
antioxidante (tocoferol, escualeno, y carotenos), concluyendo que el contenido de
escualeno en el fruto y en el aceite de variedades italianas de la campafia olivarera 1995-
1996, con diferente indice de maduracion y sistema de obtencion, es mayor en el aceite que
en el fruto, con valores entre 342-450 mg/100g y que las pérdidas de escualeno son
mayores que las de otros componentes (caroteno y tocoferol) alrededor de un 26-47%,
durante un periodo elevado de almacenaje. Dicha tendencia puede deberse a los diferentes
mecanismos antioxidantes de estos componentes (Manzi et al., 1998). Estos resultados
descritos, contradice los obtenidos por Psomiadou y col., que midi6 los cambios en el
contenido de escualeno en aceites de oliva virgenes griegos, almacenados durante 24
meses a 18-28 °C, existiendo un descenso insignificante entre aceites en contacto con
oxigeno y otros no manipulados durante todo el periodo de almacenaje (Psomiadou et al.,
2002), participando en la estabilidad del aceite durante la autooxidacion, lo que supone la
importancia de incorporar en nuestra dieta, alimentos ricos en escualeno como el aceite de

oliva y su papel protector frente a ciertos canceres.
Rastrelli y col. concluyeron que la principal causa de descenso en la concentracion de

los compuestos analizados, se debe al incremento en los niveles de oxigeno en las botellas

que tienen el aceite envasado (Rastrelli et al 2002).
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En la presente memoria, se realizo la determinacion de escualeno en algunas muestras
de aceite de la campafia 2002-2003, almacenadas correctamente en ausencia de luz y a
temperatura adecuada durante un periodo de un afio, y se observo una disminucion en el

contenido de escualeno de un 50 % aproximadamente.

Conc. escualeno mg/100g

1 2 3 4
Muestras Campaiia 2002- 2003

O Tiempo =0 @ Tiempo = 12 meses sin Oxigeno O Tiempo = 12 meses con Oxigeno

Figura 8: Contenido en escualeno en muestras almacenadas en presencia o ausencia de oxigeno durante 12
meses

Asi las muestras 1, 2, 3 y 4 de la campaia 2002-2003, con valores iniciales de 788.07
mg/100g, 700.16 mg/100g, 630,2 mg/100g y 646 mg/100g han disminuido
significativamente a valores de 410.43 mg/100g, 365.98 mg/100g, 300.56 mg/100g y 339
mg/ 100g respectivamente, al estar expuestos a la presencia de oxigeno durante su
almacenamiento. En comparacion, las mismas muestras almacenadas en presencia de
nitrégeno como gas inerte (Rastrelli et al., 2002) y ausencia total de oxigeno, presentaban

una disminucion en el contenido de escualeno sin significacion estadistica.

Previamente se comprob6 que cada variable cumplia una distribucion normal y se llevo
a cabo en cada muestra analizada, el estudio estadistico del test de la ¢# de Student para
muestras relacionadas, verificando que no existia diferencias significativas en las muestras
medidas a tiempo cero y las almacenadas durante doce meses en ausencia de oxigeno, y la

diferencias significativas (p < 0.001) existente entre las almacenadas con oxigeno.
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Se puede concluir, que la presencia de oxigeno es uno de los factores mas
influyentes en la degradacion del escualeno, mas que la luz y la temperatura. Ya que
existen muestras de aceite obtenidas a diferentes temperaturas (9, 21.5 y 33° C), no

existiendo diferencias entre el contenido final obtenido.

Hrncirik y col., estudiaron la variacion de algunos parametros de calidad del aceite,
conjuntamente a la disminucion en los componentes menores (caroteno, escualeno,
compuestos fenodlicos etc.) al someterlos a un proceso de induccion oxidativa (almacenaje
acelerado a 60°C). Concluyendo que existia una importante disminucion en los
componentes menores (o-difenoles, tocoferol, carotenos y clorofilas), mientras el
escualeno presentaba una alta estabilidad frente a la induccion oxidativa (menor al 20%
dentro del 100% de induccion), no existiendo ninguna relacion entre la degradacion del
escualeno y otros componentes minoritarios del aceite de oliva virgen (Hrncirik et al.,

2005).

Los resultados en el contenido de escualeno, obtenidos en aceites de oliva virgenes
griegos, oscilaron entre 390-960 mg/100g (Murkovic et al, 2004) 20-1200 mg/100g
(Psomiadou et al., 2002), e italianos 364-597mg/100g (Rastrelli et al., 2002), siendo

comparables al contenido en aceites espafioles.
Los valores obtenidos por Lu y col. de escualeno en el aceite de oliva virgen es de 480

mg /100g, con un porcentaje de recuperacion del 89.7 %, muy por debajo de los resultados

obtenidos por nosotros empleando la técnica de cromatografia gaseosa.
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2.2.2. Estudio del contenido en B-Caroteno del aceite de oliva virgen

extra

e Influencia de las condiciones de extraccion del B-Caroteno en el aceite de oliva

virgen extra.

En la presente memoria, se cuantifica el contenido individual de B-Caroteno en
muestras de aceite de oliva virgen extra de la variedad Picual, obtenidas por el sistema

bifasico de extraccion.

La cuantificacion se realiza a 450 nm, longitud de onda de méxima absorcion del

B-Caroteno, y todas las medidas se hacen por triplicado.

El cromatograma obtenido de las muestra es relativamente simple [Figura 1, 2], con
una alta resolucion e identificacion del compuesto en menos de 8 minutos. En la mayoria
de los trabajos encontrados el tiempo de elucion total, es muy similar al empleado en
nuestra técnica. La comparacion con el patron externo, en funcion al tiempo de retencion y

analisis de los espectros, ha permitido la identificacion del caroteno.

La temperatura de la columna en el desarrollo cromatografico fue un factor importante

a tener en cuenta para la mejora del procedimiento.

Se emplea como patrén una solucion de B-Caroteno, que se analiza directamente por
HPLC-DAD, ya que los patrones de carotenos son muy susceptibles a la oxidacion y
degradacion, y segin Gimeno y col. los existentes en el mercado presentan una pureza

menor a la esperada (Gimeno et al., 2000).
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Figura 1: Cromatogramas de una muestra de aceite de oliva virgen extra de la campana 2003-2004.
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Figura 2: Cromatogramas de una muestra de aceite de oliva virgen extra de la campafia 2002-2003.
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Se muestra a continuacion el contenido en B-Caroteno, de las muestras de aceite
correspondientes a las campafias olivareras 2001, 2002, y 2003. Los resultados se
expresaron como media y desviacion estandar (x + SD), que nos da idea de la variabilidad

de los datos en mi trabajo de investigacion.

Tabla 1: Valores de B-Caroteno en las muestras de aceite de oliva virgen extra

Muestra  B- Caroteno ? Muestra  B- Caroteno ° Muestra  B- Caroteno °
1 1.249 £ 0.11 1 0.813£0.12 1 0.428 + 0.02
2 0.978 £ 0.11 o 2 0.760 £ 0.08 o~ 2 0.297 + 0.04
g 3 0.884 £0.20 S 3 0.626 + 0.09 = 3 0.330 £ 0.07
& 4 0.721 £0.16 ol 4 0.483 £ 0.02 Gl 4 0.148 £ 0.05
@ 5 0.567 £ 0.07 ] 5 0.553 £ 0.05 5 5 0.257 £ 0.05
=4 6 0.511 £0.17 S 6 0.396 £ 0.03 S 6 0.258 £0.13
: 7 0.432 £ 0.04 < 7 0.423 £ 0.04 < 7 0.184 £ 0.02
2 8 0.501 +0.02 Z 8 0.365+0.04 % 8 0.280 + 0.04
o 9 0.686 + 0.05 & 9 0.410 £ 0.03 & 9 0.211 £ 0.05
E 10 0.597 £ 0.15 = 10 0.392 £ 0.27 = 10 0.172 £ 0.07
o 11 0.345 £ 0.08 5 11 0.370 £ 0.04 5 11 0.198 £ 0.05
12 0.522 £ 0.09 12 0.314 £ 0.03 12 0.096 + 0.06
13 0.371 £0.07 13 0.290 £ 0.11 13 0.128 + 0.02
Promedio 0.643 £ 0.26 Promedio 0.476 £ 0.16 Promedio 0.229 + 0.09

a expresado en mg/100g. Cada medida es la media y la desviacion estandar de la muestra procesada por triplicado (n=13)

El valor EE para las campafias 2003-2004, 2002-2003 y 2001-2002, ha sido 0.072,
0.045 y 0.025 respectivamente, y mide el grado de dispersion de las medias de todas las

posibles muestras que pudieran extraerse de la poblacion.

Las medidas en las muestras pertenecientes a la primera campafia objeto de estudio
(2001- 2002), se llevaron a cabo un afio después de su obtencion, y se mantuvieron
almacenadas en las mejores condiciones, lo que explica que presenten un contenido muy
por debajo de los valores obtenidos en las campanas posteriores. Como se puede observar,
existen diferencias entre las muestras procedentes de las distintas almazaras que componen

una misma denominacion de origen.
El estudio estadistico realizado sobre los valores de las dos ultimas campafias, no

mostrd diferencias significativas y ambos eran significativamente diferentes a la primera

campafia estudiada (p < 0.05) (¢ de Student para muestras independientes). Previamente se
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han comprobado que se cumplen las condiciones de aplicacion del test ¢ para comparar dos

medias: normalidad y homogeneidad de varianzas.
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Figura 2: Concentracion de p- Caroteno (mg /100g) en las muestras de aceite de oliva de las tres
campaiias estudiadas.

Estos niveles estan por encima de los valores recogidos en bibliografia para el aceite de
oliva virgen de variedades de aceitunas espafiolas, que pueden variar desde 0.085 hasta
0.496 mg/100g (Mataix, 2001), 0.275 mg /100g (Gimeno et al., 2000), 0.03-0.36 mg /100g
(Kiritsakis et al.,, 1992; Assmann et al, 2003), y el contenido global de carotenoides
oscilaban ente 0.226-2.96 mg /100g (Beltrdn et al., 2005), 0.954-1.297 mg/ 100g (Cichelli
etal., 2004).

Las concentraciones en f-Caroteno, variaban segln sistema de extraccion empleado en
la obtencion del aceite y grado de maduracion de las aceitunas. El contenido empleando el
sistema bifasico de extraccion, al igual que los aceites estudiados en la presente memoria,
eran de 0,284 mg /100g para aceitunas verdes y de 0.158 mg /100g en frutos mas maduros
(Gimeno et al., 2002).

Los aceites de oliva virgenes italianos contienen niveles de B-Caroteno muy similares a
los estudiados, y al resto de referencias encontradas en otros trabajos sobre aceites de oliva
virgenes espafioles y griegos, 0.019- 0.216 mg/ 100g (Zonta et al., 1987b), 0.085-0.496 mg

/100g (Zonta et al., 1987a) que informaron que la concentracion variaba segln la calidad
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de los aceites. Manzi y col. estudiaron el contenido de - caroteno en el fruto y en el aceite
de variedades italianas de la campana olivarera 1995-1996, concluyendo que existe un
mayor contenido en los aceites, de 0.125- 0.439 mg/100g (Mazi et al., 1998). Psomiadou
determind el contenido de tocoferoles, clorofilas y carotenoides en aceites de oliva
virgenes griegos, oscilando los niveles de B-Caroteno desde 0.03mg /100g hasta 0.44 mg
/100g (Psomiadou 1998), variando el contenido segun el sistema de extraccion del aceite y
la temperatura empleada en el proceso de obtencion del mismo, en general los resultados
encontrados en P-caroteno para los aceites de oliva virgenes griegos e italianos son

comparables al contenido en aceites espafioles.

Hrncirik y col., cuantificaron el contenido de B-Caroteno, en aceites de oliva virgen
extra griegos, italianos y espafioles de las variedades de aceituna Koroneiki, Coratina y
Picual, de la campania 2001- 2002, con valores de 0.11, 0.17 y 0.13 mg /100g
respectivamente, y la disminucion progresiva del contenido si se inducia a una oxidacion

(Hrncirik et al., 2005).

Se estudio la precision del método, con diez determinaciones de B-Caroteno, en la
misma muestra, empleando los mismos reactivos e instrumentos con valores promedio de
0.087 £ 0.007 mg/ 100g. La sensibilidad del método se comprobo con la determinacion del
limite de deteccion (0.1.10™ mg/50 pL) y el limite de cuantificacion entre (0.5.10™ mg/50
uL v 5.10* mg/50 pL).

En general el método empleado es sensible, preciso y exacto y permite la
cuantificacion de este compuesto en el aceite de oliva, y se podria también emplear en

otros tipos de aceites.

Un trabajo publicado en el 2002, por Gimeno y col. demostraron los efectos que el
grado de maduracion y los diferentes métodos de extraccion (dos y tres fases) tenian sobre
el contenido en antioxidantes en el aceite de oliva virgen, existiendo un mayor contenido
en B-caroteno y compuestos fenolicos en aceites procedentes de aceitunas verdes, que en
aceites de frutos mas maduros, no existiendo diferencia significativa en cuanto al

contenido en caroteno y tocoferol si el sistema de extraccion del aceite es de dos fases o de
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tres fases, debido a su elevada liposolubilidad, en comparacion al contenido fenolico que si
se ve afectado, con valores que varian de 123.82 + 26.33 mg/kg en el de dos fases a 72.93
+20.13 mg/kg en el de tres fases, por adicionar agua y favorecer la dilucién de los
compuestos fendlicos. Como resultado el aceite obtenido por el sistema de dos fases es
mas rico en tocoferoles y fenoles, y presenta una mayor estabilidad frente a la oxidacion

(Gimeno et al. 2002).

Cichelli y col. especificaron que el contenido pigmentario varia segun el sistema de
extraccion empleado en la obtencion del aceite, conjuntamente a la variedad y proceso de
maduracion, observando que los aceites obtenidos con un sistema continuo o por
centrifugacion contienen una mayor cantidad de pigmentos, en comparacion al sistema
tradicional que emplea altas presiones. También influye la variedad de aceituna en el
contenido final de pigmentos, relacionados a su vez con las condiciones geograficas que
favorecen el cultivo de determinadas variedades de aceitunas en diferentes zonas.
Finalmente la proporcion de estos pigmentos, esta estrechamente relacionado con el grado
de maduracion del fruto, cuyo contenido serd menor si se excede en el tiempo de

maduracion (Cichelli et al., 2004).

Existen multiples trabajos, cuyo objetivo ha sido el aislamiento de los componentes
carotenoides en diversos alimentos: vegetales, frutas, aceites (Hart et al., 1995, Lietz et al.,
1997; Albala- Hurtado et al., 1997, Verzera et al., 2002) empleando diferentes solventes
en el proceso de saponificacion, en el de extraccion que favorece el aislamiento, y en las
condiciones cromatdgraficas que pueden diferir un poco con la técnica final empleada en la

presente memoria.

Se emplea en todo el proceso de extraccion, material adecuado, para evitar en lo
maximo posibles alteraciones de la muestra, se almacenaron hasta su andlisis en
condiciones optimas a 4°C en ausencia de Iuz en botellas de vidrio color &mbar, Caponio y
col. (Caponio et al., 2005), investigaron como la influencia de la luz durante el almacenaje,
afectaba la calidad del aceite de oliva, concluyendo que los aceites almacenados en

presencia de luz, tenian una menor concentracion de tocoferoles, carotenoides y clorofilas
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que los mismos almacenados en oscuridad y Di Giovacchino y col., emplearon nitrogeno,
para mejorar la estabilidad del aceite de oliva virgen durante su conservacion (Di

Giovacchino et al., 2002, Rastrelli et al., 2002).

Muchos autores, han estudiado como la conservacion y mantenimiento de los aceites
de oliva virgen, puede variar el perfil de sus distintos componentes, aunque se intente
realizar en las condiciones mas Optimas y adecuadas (Psomiadou et al., 1998; 2002;

Gallardo- Guerrero et al., 2005)

Segun un estudio reciente de Gallardo y col. (Gallardo- Guerrero et al., 2005), a pesar
de almacenar el aceite en condiciones Optimas, existe una variacion en el perfil de los
compuestos que aportan color al aceite, el estudio se hizo en aceites almacenados durante
una afio en oscuridad a 15 °C, observando que el contenido total de pigmentos permanece

constante, pero existen cambios en la contribucion individual de cada pigmento.

El B-Caroteno, es sensible a la oxidacion y a la luz ultravioleta, siendo necesario anadir
en la saponificacion sustancias antioxidantes, y realizarla bajo atmdsfera de nitrogeno y
protegida de la luz para minimizar las posibles alteraciones que se puedan dar durante el

proceso de analisis.

Durante la saponificacién, se hace mucha referencia a las posibles pérdidas de
carotenoides (Khachik et al., 1986; Kimura et al., 1990) y las posibilidad de minimizarlas
empleando sistemas enzimaticos (Lietz et al., 1997) 6 adicionando sustancias antioxidantes
como el acido ascorbico (Kimura et al., 1990; Gimeno et al., 2000,), BHT (Servili et al.,
1996, Hosotani et al., 2003), que puede polimerizarse en la saponificacion, provocando
una serie de picos que coeluyen e interfieren con la medida de retinol, tocoferoles y

clorofilas (Craft et al., 1992).

Nierenberg y col. comprobaron que existe una mayor cantidad de carotenos cuando no
se realiza la saponificacion (Nierenberg et al., 1992), en cambio un trabajo publicado por
Hosotani y col. en el 2003, desarrollaron un método para mejorar la determinacion

conjunta de retinol y - caroteno en suero humano e higado de ratones, concluyendo que la
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cantidad de B- caroteno en suero (ug/L) e higado (ug/g) es significativamente mayor
cuando se lleva a cabo la saponificacion, de 586.9+ 9.8 y 0.53+ 0.05 respectivamente, en

comparacion a cuando ésta no se realiza, 220+ 42.3 y 0.36+0.05 (Hosotani et al., 2003).

Se realiza una saponificacion, con modificaciones del método propuesto por la AOAC
1990, para determinar el contenido de caroteno en el aceite de oliva. La temperatura de
saponificacion finalmente usada fue de 70 °C, con agitacion durante treinta minutos,
descrita por muchos autores (Gimeno et al. 2000; Escriva et al., 2002), en muchos trabajos
se propuso realizarla durante toda la noche a temperatura ambiente, siendo incompleta la
saponificacion (Albald-Hurtado et al., 1997, Escriva et al 2002), 6 a 37°C durante 15h con
agitacion continua, que favorece la completa saponificacion pero produce emulsiones que

son dificiles de romper en el proceso de extraccion (Escriva et al., 2002)

El solvente empleado en la extraccion e inyeccion de carotenoides y resto de vitaminas

liposolubles, juega un papel importante en el andlisis.

Se emplea una mezcla de hexano/acetato de etilo, para favorecer la extraccion (85:15
v/v) (Gimeno et al., 2000), muchos trabajos emplean diferentes disolventes en Ia
extraccion de vitaminas liposolubles. Cichelli y col. (Cichelli et al., 2004) y Stancher y col.
(Stancher et al. 1983a; 1983b), emplearon hexano y éter dietilico, obteniendo una
recuperacion de 14.1+0.7% con hexano y 89.8+1.4% con el éter dietilico. Otros autores
emplean hexano y afirman que se obtienen mayores porcentajes de recuperacion (Albala-
Hurtado et al., 1997; Su et al., 1998, Psomiadou et al., 2000, De; Burri et al., 2003;),
aunque la extraccion depende de la concentracion de etanol en el medio de saponificacion
y disminuye a mayores porcentajes del alcohol. Hosotani y col. comprobaron la eficacia de
extraccion del - caroteno con n-hexano, en comparacion al cloroformo (Hosotani et al.,
2003). Lietz y col. (Lietz et al., 1997), empled una mezcla de éter de petroleo y dietilico a
partes iguales, que favorece una extraccion mas efectiva de carotenos y vitaminas
liposolubles que si solo se emplea el éter de petroleo (Craft et al., 1992), aunque presenta
el inconveniente de la volatilidad y solubilidad de diversas sustancias del saponificable,
aunque en menor grado que cuando la extraccion se realiza s6lo con éter dietilico (Escriva

etal, 2002).
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Anteriormente se empleaban diversas técnicas espectrofotométricas, para cuantificar el
contenido total de clorofilas y carotenoides en la region del visible, caracterizado por unas
bandas tipicas para ambos componentes, actualmente se emplean técnicas de cromatografia
liquida con detectores de UV-visible y fluorescencia, que permite medir simultaneamente
varios compuestos y obtener resultados menos discordantes que con las técnicas

tradicionales (Psomiadou et al., 1998, Cert et al., 2000).

Cinchelli y col., afirman que la técnica por HPLC es util tanto para la identificacion y
cuantificacion de pigmentos en el aceite de oliva, como para identificar adulteraciones en
el aceite con sustancia colorantes naturales 6 sintéticas. Roca y col. describieron indices
que relacionan la composicion de clorofilas y carotenos, y se emplean para determinar la
autenticidad de los aceites de oliva virgen (Roca et al., 2000), y como el indice entre las
dos fracciones pigmentarias (clorofila/ carotenos) disminuye con la maduracion de los
frutos, con el proceso de extraccion del aceite, y a medida que aumentamos el periodo de

almacenamiento.

Un estudio realizado en 1988 por Khachick y col. concluyé que la solubilidad y
polaridad de los solventes empleados en la extracciéon y en la fase movil del analisis
cromatografico, deberia ser compatible para evitar distorsiones en los cromatogramas
obtenidos, que podian darse empleando solventes como cloroformo, benceno,

tetrahidrofurano y tolueno. (Khachick et al., 1988).

En el ensayo cromatografico, puesto a punto en la presente memoria el metanol es el
solvente empleado mayoritariamente en la fase movil, a pesar de que el B-Caroteno sea
poco soluble en él, aunque no presenta este inconveniente usado a bajas concentraciones.
Es recomendado por muchos autores (Nierenberg et al., 1985, Epler et al., 1992), en
comparacion con el acetonitrilo, que puede prolongar el tiempo de retencion e incrementar
la duracion del analisis (Escrivda et al, 2002), al igual que el butanol, que permite
conseguir la retencion deseada e incremento en la solubilidad y selectividad frente a

disolventes como el cloroformo, tetrahidrofurano y acetato de etilo. Bezbradica y col.
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investigaron como los solventes empleados, pueden influir en la estabilidad y cinética de

los extractos carotenoides obtenidos (Bezbradica et al., 2005).

La mayoria de los trabajos, que describen técnicas de medida de los componentes
carotenoides en diferentes alimentos, emplean técnicas de cromatografia liquida de alta
eficacia en fase reversa (RP-HPLC), con columna C18 y detector de diodo array (Albala-
Hurtado et al., 1997; Gimeno et al., 2000; Verzera et al., 2002; Cichelli et al., 2004,
Luaces et al., 2005). Muchos los autores emplean la técnica cromatografica en fase normal
(NP- HPLC), para cuantificar los componentes carotenoides (Manzi et al., 1996,1998;
Psomiadou et al., 1998), pero se comprobd que presenta mayores ventajas la RP-HPLC
frente a la técnica en fase normal, en cuanto a una mejor estabilidad de la columna y

reproducibilidad en los tiempos de retencion (Shin et al., 1993, Dionisi et al., 1995).

Existen también muchos estudios, sobre el contenido global de carotenoides en aceites
de oliva virgenes espafioles e italianos, que seran superiores a los antes descritos, ya que
considera el contenido global de carotenoides presentes en el aceite de oliva virgen
(neoxantina, violaxantina, luteina..), asi los resultados obtenidos por Beltran y col. en
aceites de oliva virgenes espafoles pertenecientes a las campaias olivareras de 1996-1999,
presentaban valores desde 0.226 mg/100g hasta 2.96 mg/100g (Beltrdn et al., 2005), sin
embargo las concentraciones medidas por Cichelli y col. en aceites de oliva virgenes
italianos variaban segun grado de maduracion del fruto, desde 1.297 mg /100g en frutos
verdes a 0.954 mg /100g en frutos muy maduros, ain asi presentan valores muy inferiores

a los encontrados en los aceites espafioles.

e Evolucion en el contenido de p-Caroteno dependiendo del grado de

maduracion, temperatura de obtencion y condiciones de almacenaje.

La composicion del aceite de oliva varia dependiendo de la variedad de aceituna, grado

de maduracion, condiciones ambientales, agrondmicas y tecnologicas del procesado y
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almacenamiento, factores que pueden influir directamente en el color del aceite. El color
verde-amarillento del aceite se debe a la presencia de varios pigmentos como las clorofilas,

feofitinas y carotenoides (Cichelli et al., 2004).

Al igual que en el apartado anterior 2.1, se determino el contenido en B-Caroteno en
las mismas muestras de la campafia 2002-2003, almacenadas correctamente en ausencia de
luz y a temperatura adecuada durante un periodo de un afio y se observo una disminucion
en el contenido, aunque el descenso no era muy significativo (25-30% aproximadamente)
[Figura 3]. Se cuantificé también el contenido en B-Caroteno en aceites elaborados en las
distintas etapas de la campafia, comparando muestras obtenidas al inicio (noviembre-
diciembre), con los aceites obtenidos de aceitunas de mayor grado de maduracion en los
meses finales de la campafia (enero-febrero), comprobando el posible descenso en la

concentracion de dicho antioxidante.

0.99
0.81
0.7
0.61
0.59
0.49
0.39
0.24
0.19

0d

Conc.Caroteno mg/ 100g

1 2 3 4
Muestras aceite 2002-2003

\ O Tiempo =0 @ Tiempo = 12 meses

Figura 3: Contenido en - Caroteno en muestras almacenadas durante 12 meses

Las muestras 1, 2, 3 y 4 analizadas con valores de 0.813 mg/100g, 0.76 mg/100g,
0.626 mg/100g y 0.483 mg/100g, almacenadas durante un afio presentan pérdidas en el
contenido en PB-Caroteno del 27, 31, 22 y 30% respectivamente, observando que no
disminuia de forma significativa, por almacenarse en ausencia de luz y oxigeno, que

frenaban en parte los fenomenos oxidativos.
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Se puede concluir, que los aceites analizados un afio después de su obtencion (campana
2001-2002), presentan valores por debajo de los esperados, debido posiblemente al tiempo
que se mantuvieron almacenados hasta poner a punto la técnica descrita para la

cuantificacion de B-Caroteno.

Se observo en muestras obtenidas al principio de la campafia y las mismas molturadas
en los ultimos meses, que las concentraciones de B-Caroteno disminuian de forma
significativa (p < 0.001) (¢ de Student para muestras relacionadas para una misma variable

antes y después de someterla a unas condiciones especificas) [Figura 4,5] al aumentar el

grado de la maduracién de la oliva, verificando asi los resultados descritos por muchos
autores que relacionaban el descenso en la concentracion de este hidrocarburo al

incrementarse el grado de maduracion (Gimeno et al., 2002; Cichelli et al., 2004).
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Conc Carotenomg/100g Conc Caroteno mg/100g
\ B Noviembre-Diciembre [ Enero-Febrero \ W Novienbre-Diciembre [ Enero-Febrero
Figura 4: Influencia del grado de maduracién en la Figura 5: Influencia del grado de maduracion en la
concentracion de Caroteno en aceites de la campaiia 2003- concentracion de Caroteno en aceites de la campafia 2002-
2004. Existen diferencias significativas (p< 0.001) 2003. Existen diferencias significativas (p< 0.001).

Un trabajo publicado en 2005, verifica los resultados descritos en cuanto a la influencia
del grado de maduracion de la aceituna, en la disminuciéon de los componentes

pigmentarios (clorofilas y carotenos) (Beltran et al., 2005).
El descenso, por el grado de maduracion de la aceituna, de las clorofilas se puede

deber a dos causas, una de origen enzimatico por acciéon de la clorofilasa que actlia

hidrolizando el grupo fitol de las clorofilas, de ahi la presencia de las clorofilidas, otra por
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la accion del pH acido del medio, que actiia reemplazando el i6n magnesio por hidrogeno

en la estructura molecular.

Minguez-Mosquera y col. han puesto a punto multiples técnicas y realizado varios
estudios en aceitunas de diversos tipos (Hojiblanca, Picual, etc.), para identificar y
cuantificar los deferentes tipos de componentes pigmentarios existentes, que influyen
directamente en el posterior color del aceite de oliva (Minguez-Mosquera et al., 1985;
1986 a; 1986 b; 1987, 1988; 1989 a; 1989 b; 1990). Determinaron la evolucion
cualitativa y cuantitativa de clorofilas y carotenoides en diferentes variedades de aceitunas,
en el proceso de maduracion y como se va modificando el pH del medio, que directamente
estd asociado a variaciones en el contenido de ambos componentes (mg/kg), Minguez y
col. (Minguez-Mosquera et al., 1990 b) analizaron cémo durante 210 dias y con variacion
del pH desde 6.12 a 3.90, disminuia el contenido de clorofila a y b, y de clorofilidas,
aumentando el valor de la feofitina (a, b) y feoforbida (a, b) a valores de pH proximo a
cinco. A igualdad de condiciones existe muy poca variacion en el caso de la luteina y -
caroteno, solo hay variacion en aquellos componentes que como resultado de su estructura

molecular son sensibles al medio acido (neoxantina, violaxantina y neocromo).

Luaces y col. (Luaces et al., 2005) sehalaron que existen pérdidas del 80 % y 40% de
clorofilas y carotenoides respectivamente durante el proceso de extraccion del aceite de

oliva, y que se incrementa a medida que aumentamos el tiempo de almacenaje.

Uno de los primeros trabajos publicados que separa al completo todos los componentes
pigmentarios fue en 1998, se identifico y cuantifico de forma individual cada uno de ellos,
empleando HPLC en fase normal (Psomiadou et al., 1998), presentando algunos
inconvenientes, como la aparicion en los cromatogramas de picos desconocidos
mayoritariamente asociados a los compuestos clorofilicos. Se cuantifico un contenido en -
Caroteno comprendido entre 0.3-4.4 mg /kg, valor que disminuye si se somete a la aceituna
en el batido, a temperaturas inferiores a 45°C y a medida que aumenta el tiempo de

almacenamiento del aceite.
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Luaces y col. demostraron como incrementaba el contenido en clorofilas, feofitinas y
carotenoides, en particular la luteina mas que el B-Caroteno, al aplicar un tratamiento
térmico sobre el fruto del olivo, previo a someterlo al proceso de extraccion del aceite por
los métodos mas habituales de obtencion, vieron también que no existe correlacion entre el
contenido de carotenoides y la temperatura usada en el tratamiento. Si se comprob6 un
descenso brusco en el contenido pigmentario en el aceite, si tras someter el fruto a
temperaturas de 60°C durante 3 minutos, se disminuia bruscamente la temperatura hasta
4°C (Luaces et al., 2005). Garcia y col. investigaron la influencia en el contenido en
carotenos que tenia el someter el fruto de la aceituna, previo a la obtencion del aceite, a
altas temperaturas (de 60- 72 °C), concluyendo que los aceites extraidos de frutos
sometidos a altas temperaturas, presentan una mayor concentracion en carotenos y
clorofilas, y no existe variacion en los parametros de calidad del aceite (acidez, indice de

peroxidos etc.) (Garcia et al., 2005).

El tratamiento tecnologico es importante en la estabilidad del aceite. Psomiadou y col.
estudiaron la concentracion de B-Caroteno en aceites griegos elaborados por el sistema
tradicional, de dos y tres fases, obtenidos a 30°C 6 45°C y han indicado que las condiciones

de molturacién no influyeron en el nivel de caroteno (Psomiadou et al., 2002).

Se ha comprobado en muestras de aceite de una misma almazara, que conforme se va
incrementando la temperatura de obtencion del aceite para mejorar el rendimiento, la
composicion en B-Caroteno disminuye pero no de forma significativa, existiendo muy poca

variacion en el contenido en aceites obtenidos a 9 °C, a 21.5°C y a 33 °C.

148



Material y Métodos

3. ESTUDIO IN VITRO DE DIFERENTES METODOS DE MEDIDA
DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE OLIVA
VIRGEN EXTRA.

3.1. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

e  Muestras

En el presente estudio se han seleccionado un total de 22 muestras de aceites, todos
ellos de oliva virgen extra pertenecientes a las campafias 2001-2002 (4 muestras), 2002-
2003 (5 muestras) y 2003-2004 (13 muestras). Se emplearon aquellos aceites que
presentaban un mayor contenido en los antioxidantes descritos en los apartados anteriores

(Escualeno y - Caroteno), y elevado perfil polifendlico.

e Reactivos

Se detallan a continuacion, todos los reactivos empleados en los diferentes métodos de

medida de la capacidad antioxidante [Tabla 1-5].

Tabla 1. Patrones de antioxidantes de referencia

Método Nombre Proveedor
ABTS Acido 6-hidroxi-2,5,7,8- Aldrich
ORAC tetrametilcromano-2-
DPPH carboxilico (Trolox)
B-Caroteno/Ac.Linoleico | BHT (Buthyl-hidroxyl- Aldrich
toluene)
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En el estudio de la actividad antioxidante, con los diferentes métodos de medida se ha
verificado en cada jornada de trabajo la estabilidad de los diferentes radicales empleados

(ABTS, DPPH) en el tiempo.

Tabla 2. Reactivos utilizados en el método ABTS™

Nombre Proveedor
Sal diamonica del Acido 2,2 -azinobis(3- Sigma
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS)
Persulfato potésico Panreac
Etanol Merck, Barcelona (Espafia)
n-Hexano Merck, Barcelona (Espafia)

Tabla 3. Reactivos utilizados en el método ORAC

Nombre Proveedor
2,2’-Azobis(2-amidino-propano) Wako Chemicals
dihidrocloruro (AAPH)

Fluoresceina Sodica Fluka

Sodio di-hidrogeno fosfato (NaH,PO,) Panreac
Di-potasio hidrogeno fosfato (K,HPO,) Panreac

Metanol Merck, Barcelona (Espafia)

Tabla 4. Reactivos utilizados en el método DPPH

Nombre Proveedor
1,1 difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) Fluka
Metanol Merck, Barcelona (Espafia)

Tabla 5. Reactivos utilizados en el método B-caroteno/Ac.Linoleico

Nombre Proveedor
Acido Linoleico Sigma
Tween-40 Fluka
B-Caroteno Type I Sigma
Cloroformo Merck, Barcelona (Espafia)
Etanol Merck, Barcelona (Espafia)
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e [Instrumentacion

1. Espectrofotémetro:

Las medidas espectrofotométricas se realizaron es un espectrofotometro
Spectrophotometer Model U-2800 UV-Vis (Digilab® Hitachi), para los métodos de medida
de la actividad antioxidante ABTS™", DPPH y el B-caroteno-acido linoleico, empleando

cubetas de 10mm de vidrio y cuarzo Hellma®.
En el método de medida de la Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno
(ORAC), las medidas de fluorescencia se realizaron en un Espectrofotometro de

Fluorescencia F-2500 Hitachi, y se emplearon micro cubetas de cuarzo de 10mm Hellma®.

2. Instrumentacion y Material de laboratorio

e Balanza Mettler AE 260 Delta Range

e Baiio de ultrasonido P Selecta®

e Rotavapor BUCHI R-200

e Baiflo de agua termostatizado Digiterm 3000542 P Selecta
e C(Centrifuga Sorvall® TC

e Agitador Vibromatic-384 P-Selecta®

e pH-metro Orion® 420 A

e Micropipetas Eppendorf ® . 10-100 pL; 100-1000 pL
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e EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresan en funcion al analisis realizado. Todos tienen como objetivo
indicar de forma cuantitativa la capacidad de una sustancia de evitar la oxidaciéon de un
sustrato

Los resultados obtenidos con los distintos métodos se expresan en forma de indices

para poder comparar las actividades de las diferentes muestras.

» VALOR TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox)

Los métodos que miden la capacidad antioxidante, y emplean el valor TEAC al
expresar sus resultados se basan en la habilidad de las moléculas antioxidantes para captar
un radical, ya sea el cationico ABTS"" o el DPPH", con capacidad de absorciéon a 734 nm y

a 515nm respectivamente (Pellegrini et al., 2003).

Los resultados obtenidos se expresan con el valor TEAC, que se define como la
concentracion de Trolox que tiene la misma actividad antioxidante, que una concentracion
ImM de la sustancia a ensayar (Pellegrini et al., 1999; 2001, Van den Berg et al., 1999). El
Trolox es un analogo hidrosoluble de la vitamina E, se usa como estandar antioxidante,

ampliamente usado por ser soluble en fases acuosas y organicas (Arnao et al., 2001a).

El ensayo de la decoloracion de TEAC se utiliza para la evaluacion de la actividad
antioxidante de compuestos puros, mezclas de antioxidantes, muestras complejas tales
como plantas medicinales, plasma de sangre y tejido organico, alimentos y bebidas

(Ivekovic et al., 2005).
Se observan diferencias en los ensayos TEAC desarrollados, con gran variacion en los

resultados obtenidos, incluso con un mismo procedimiento el valor TEAC de un

componente puede variar (Arts et al., 2004).
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El valor TEAC se emplea para expresar los resultados en el métodos ABTS, diluyendo
directamente las muestras en n-hexano, permitiendo asi la contribucion de todos los
componentes antioxidantes como los polifenoles, tocoferoles y carotenoides (Pellegrini et
al., 2003) y en el método DPPH obtenido a partir del extracto metandlico del aceite de
oliva virgen extra. En general, la reduccion en la concentracion de ABTS™ y DPPH",
inducida por los componentes antioxidantes, se relaciona directamente con la inducida por

el Trolox, obteniéndose asi el valor TEAC de esos antioxidantes (Arts et al., 2004).

Este indice se obtiene una vez alcanzado el estado de equilibrio en la reaccion para los
métodos de ABTS y DPPH respectivamente, por medio de una curva de calibrado, se
representan distintas concentraciones de Trolox, frente a las variaciones de absorbancia del

radical correspondiente, obteniendo asi regresiones lineales con una buena correlacion:

A734nm = 2.5024 + 0.30217 [Trolox] r = 0.99576 (Método ABTS)

CONCENT vs. %INHIBIC (Casewise MD deletion)
%INHIBIC = 2.5024 + .30217 * CONCENT
Correlation: r = .99576

%INHIBIC

10 & "o Regression
-20 40 100 160 220 280 95% confid.
CONCENT

Figura 1: Recta de calibrado del Trolox. Método ABTS

El valor TEAC se obtiene interpolando el descenso de absorbancia, expresado como
porcentaje de inhibicion, de la muestra ensayada (en la dilucioén correspondiente), siempre
estando la variacion de absorbancia dentro del intervalo de la recta de Trolox, se obtiene

asi una concentracion de Trolox correspondiente a una concentracion 1mM.

153



Material y Métodos

Asjsnm = 6.8201 + 77.872 [Trolox] r = 0.99243 (Método DPPH)

CONCENTR vs. %INHIB (Casewise MD deletion)
%INHIB = 6.8201 + 77.872 * CONCENTR
Correlation: r = .99243

90

70

60

50
40

%INHIB

30
20

0 “~o. Regression
0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1 95% confid.

CONCENTR

Figura 2: Recta de calibrado del Trolox. Método DPPH

Los aceites se diluyeron en n-hexano y metanol, segin método ABTS y DPPH
respectivamente, buscando en cada método la dilucion idonea de las muestras de aceite,
para que esté¢ dentro del intervalo de respuesta lineal. Para cada dilucion ensayada se
obtiene un valor Trolox determinado, el valor TEAC se calcula utilizando el factor de

dilucion (Villasio et al., 2005)

TEAC ucion = Concentracion Trolox giucisn * factor de dilucion

El valor TEAC en el método ABTS se expresa en mmol Trolox/L y la actividad
antioxidante total (TAA) se expresa en mmol/Kg (Pellegrini et al. 2001) de aceite, y en el
método DPPH en umol/Kg de aceite (Prakash. 2001; Gomez-Alonso et al., 2003).

El ensayo de la decoloracion de TEAC se utiliza para la evaluacion de la actividad

antioxidante de compuestos puros, mezclas de antioxidantes, muestras complejas tales
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como plantas medicinales, plasma de sangre y tejido organico, alimentos y bebidas

(Ivekovic et al., 2005).

Se observan diferencias en los ensayos TEAC desarrollados, con gran variacion en
los resultados obtenidos, incluso con un mismo procedimiento el valor TEAC de un

componente puede variar (4rts et al., 2004).

» VALOR DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (% AA)

Mide el descenso de la decoloracion oxidativa del caroteno en una emulsion acida de
B-caroteno/acido linoleico (Chanwitheesuk et al., 2005). La actividad antioxidante (AA)
del extracto del aceite se valor6é en términos basados en la decoloracion del B-Caroteno

(Gorinstein et al., 2003):

AA =100 x [1- (A"~ A™/ AL — AO)]

A"y A’ = medida de la absorbancia a tiempo cero, para la muestra y el
blanco.
A" y AP = medida de la absorbancia de la muestra y el blanco

respectivamente, tras la incubacion a 120 minutos.
Katalinic y col. determinaron la actividad antioxidante en vinos en comparaciéon con la

(+)-catequina, expresando los resultados como coeficiente de actividad antioxidante

(AAC), teniendo en cuenta el factor de dilucion (Katalinic et al., 2004).

» VALOR ORAC (Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno)

Se emplea como medida de la capacidad antioxidante el 4rea bajo la curva (AUC) de

emision de fluorescencia, a diferencia de otros métodos de medida de la actividad
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antioxidante descritos, y permite recoger simultaneamente informacion de intensidad y
tiempo.
Se expresa usando equivalentes de Trolox (Umol/g) (Ou et al., 2001, Prior et al.,

2003):

Valor ORAC (umol Trolox equivalente/g)= kah (Suestra — Sbianco) / (Strolox = Sbianco)

h: Concentracion de Trolox nmol/mL
k: Factor de dilucion de la muestra
a: relacion entre volumen (mL) del extracto metanolico y los gramos de aceite

S: Area bajo la curva de descenso de fluorescencia de la muestra, del Trolox o del blanco y

se calcula: (Huang et al., 2002; Prior et al., 2003)

. S= (05 + f5 /fo + flo/fo .......... fl/ fo) x CT

fy = fluorescencia inicial a tiempo 0
fi = fluorescencia medida a tiempo i (70 minutos)

CT = ciclo de tiempo en minutos (Sminutos)

Algunos autores expresaron el resultado con el valor HORAC (Capacidad de
absorbancia de radicales hidroxilo) expresados como umol de acido galico/g en muestras

solidas y en umol de 4cido galico/ L en las liquidas (Ou et al., 2002).
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METODOS

3.1.1. Método del ABTS (Acido 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonico)

e Fundamento

El método consiste en verificar como los antioxidantes son capaces de atrapar los
radicales libres presentes en el medio. La actividad antioxidante de una sustancia se puede
medir como la habilidad de capturar radicales libres o de inhibir su formacién, en el caso
del radical ABTS™, los compuestos antioxidantes suprimen su absorbancia en un grado y
una duracion dependiente de su capacidad, el método se basa en la inhibicion por el
antioxidante de la absorbancia del radical cationico del acido 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), compuesto cromdforo muy estable, soluble en

agua y con maximo de absorcion a 340 nm.

El radical catiénico es de color verde-azulado, con un espectro de absorcion en el
intervalo ultravioleta-visible (Pellegrini et al., 1999). Se forma el radical en ausencia de la
muestra a analizar hasta obtener una absorbancia estable, al afadir la sustancia
antioxidante la concentracion del radical disminuye y se puede medir el descenso de

absorbancia producido [Figura 1].

Se emplea el ensayo de “post- adiccion”, se genera antes el radical a la adicion de la
muestra, para evitar que los componentes de la misma puedan reaccionar con los reactivos
(Cano et al., 1998a; Prior et al., 2005), y las sustancias antioxidantes presentes puedan
oxidarse, conllevando a una sobreestimacion en la capacidad antioxidante (Strube et al.,
1997).

La determinacion de la actividad antioxidante se realiza por medio de una curva de
calibrado que relaciona el porcentaje de pérdida de absorbancia y la concentracion de

antioxidante presente.
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Figura 1: Reaccion del antioxidante con el radical ABTS

Preparacion de la muestra

a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Disolucién de ABTS: se pesan 0.096 g de sal amonica cristalizada de ABTS y se

disuelven en 25 mL de agua desionizada, obteniendo asi una concentracion final de
7mM ABTS en solucion acuosa. (Pellegrini et al., 1999; Re et al.,. 1999; Arts et
al., 2004, 2003).

Disolucién de Persulfato Potasico: para conseguir una concentracion final de 140

mM, se pesan 0.945 g de K,S,05 y se disuelven en 25 mL de agua desionizada.

Preparaciéon radical ABTS™: se hace reaccionando el ABTS vy el persulfato

potasico. Se parte de una concentracion de 5 mL de 7mM de ABTS y de 88uL de
140mM de K,S,0s, (4Arts et al., 2004), la reaccion estequiométrica es de 1:0.5, la
oxidacion del ABTS es inmediata, pero la absorbancia maxima y estable no se
alcanza hasta las 6 horas, la mezcla se mantiene en oscuridad de 12-16h, a
temperatura ambiente. El radical cationico es estable durante 2 dias, almacenado en
oscuridad. La solucion se diluye en etanol (1:150), hasta que su absorbancia sea a

734 nm de 0.70 £ 0.02, en cubetas de cuarzo de 10mm a 30°C. Se hace el espectro
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del ABTS" :etanol (1:150) desde 250-900nm.(Pellegrini et al., 1999, Re et al.,
1999)
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Figura 2: Espectro de absorcion del radical ABTS™

b. PREPARACION DEL ESTANDAR DE REFERENCIA TROLOX

Se prepara una concentracion madre de SmM de Trolox en etanol, a partir de la cual se
preparan diluciones de 0-200uM en etanol para preparar la curva estandar, referida al
porcentaje de inhibicion, con respecto a las diferentes concentraciones de Trolox. Se mide
la absorbancia con cubetas de vidrio estindar de 10mm, a 734nm de 2 mL de la solucion
etandlica ABTS™ (1:150), obteniendo asi el valor de la absorbancia a tiempo cero,
posteriormente se adiciona 100uL de las diferentes concentracion UM de Trolox, se agita
durante 30 segundos y se mide la absorbancia pasado un minuto de la mezcla a 734nm
cada minuto durante 30 minutos, la reaccion del Trolox con el ABTS" es inmediata, se

obtiene asi el valor de la Absorbancia final, pudiendo calcular el % de inhibicion:

% Inhibicion=1-(Af/Ao) x 100 6 Ao-Af/Ao x100
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A734 um = 2.5024 + 0.30217 [Trolox] r=0.99576

CONCENT vs. %INHIBIC (Casewise MD deletion)
%INHIBIC = 2.5024 +.30217 * CONCENT
Correlation: r = .99576

%INHIBIC

1o & "O. Regression
-20 40 100 160 220 280 95% confid.

CONCENT

Figura 3: Recta de calibrado del Trolox. Método ABTS.

c. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS MUESTRAS

Se han ensayado distintas diluciones de cada aceite en n-hexano, buscando la linealidad
de la respuesta. La muestra se diluye para satisfacer que la concentracion de antioxidantes
en la muestra diluida sea tal que se encuentre dentro de un intervalo de respuesta lineal y la
dilucion minimice el efecto de la absorbancia debido a otros compuestos del aceite.

Se han ensayado 5 diluciones del aceite en n-hexano (diluido entre 4-20 veces),
representando graficamente la actividad antioxidante producida (expresada como % de

inhibicion) frente a la dilucion del aceite ensayada:
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Figura 4: Relacion entre el porcentaje de inhibicion y diferentes diluciones en n-hexano
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Se toman 2 mL del radical ABTS", se mide su absorbancia inicial a 734nm (A,) [Figura
5], y se afiaden 100uL de la muestra de aceite a ensayar en la dilucion adecuada.
Posteriormente, se mezcla bien durante 30 segundos y un minuto después de la adicion se
mide la absorbancia a 734nm cada minuto durante 30 minutos (A¢) [Figura 6] (Pellegrini et

al., 1999; 2001, Villario et al., 2004). Todas las medidas se han realizado por duplicado.

Figura 5 Figura 6
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Se forma primero el radical en ausencia de la muestra a analizar hasta obtener una
absorbancia estable. Al afadir la sustancia antioxidante (Aceite de Oliva Virgen Extra), la
concentracion del radical disminuye y se puede medir el descenso de absorbancia
producido, ya si se puede cuantificar empleando una curva de calibrado que relaciona el

porcentaje de pérdida de absorbancia y la concentracion del antioxidante de referencia.
Originalmente en este método el punto final se media a los 2 minutos de reaccion

(Cano et al., 1998). La bibliografia posterior recomienda realizar medidas a diferentes

tiempos, debido a una cinética de la reaccion bifasica (Van den Berg et al., 1999).
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3.1.2. Método DPPH (1,1- difenil-2- picrilhidrazil)

e Fundamento

Se evalta la actividad antioxidante del aceite de oliva virgen extra, se emplea un
radical coloreado el DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazil), disuelto en solucion metanolica.
Se sigue como referencia el método descrito por Brand-Williams y col. con algunas
modificaciones, evaluando la actividad antioxidante total de una muestra o un patrén por la
disminucion de la absorbancia del radical a 515 nm, que es proporcional a los compuestos

antioxidantes que contiene la muestra o patrén empleado (Brand-Williams et al., 1995).

El radical DPPH ° tiene un méaximo de absorcion a 515 nm, pero dicha absorcién

desaparece en presencia de un antioxidante (AH) [Figura 7] 6 un radical (R"):

DPPH *+ AH— DPPH-H+A’
DPPH *+R*——» DPPH-R

L L0
| I
N s H
O,N no, + RH ~ o, Nno, * R°

Color Morado intenso Color Amarillo leve

Figura 7: Reaccion del antioxidante con el radical DPPH *

Se realiza una medida continua de la absorbancia hasta que alcanza valores
practicamente constantes, lo que indica que la reaccion ha llegado al equilibrio (Lavelli

2002). E1 DPPH" ya se comercializa como radical estable.
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En general, se evalia la actividad antioxidante en la fase metandlica (MF) 6 fraccion
polar, obtenida de las muestras de aceite de oliva virgen extra, que contienen la mayoria de
los compuestos polifendlicos (hidroxitirosol, tirosol, acido cafeico etc.), responsables de la

accion antioxidante del aceite de oliva virgen extra. (Valavanidis et al., 2004).

® Preparacion de la muestra

a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

- Radical DPPH® (0.06 mM), se pesan 2.3 mg de DPPH’ y se disuelven en 100 mL
metanol (Brand-Williams et al., 1995). El radical preparado es estable durante 12h
a temperatura ambiente y protegido de la luz. Se comercializa ya estable, lo que

facilita su preparacion en el momento del analisis.

- Preparacion del estandar de referencia TROLOX: se emplea el Trolox en metanol,
se prepara una disolucion madre de 2mM y posteriormente se preparan diluciones
de 0.05-1 mM en metanol (Gomez-Alonso et al., 2003, Keceli et al., 2001), para
preparar la curva estandar referida al % inhibicion con respecto a las diferentes
concentraciones de Trolox. Se mide la absorbancia con cubetas de vidrio estandar
de 10mm, a 515 nm de 2.9 mL del DPPH® (0.06mM), obteniendo asi el valor de la
absorbancia a tiempo cero, posteriormente se adiciona 100 puL de las diferentes
concentraciones del Trolox, y se mide la absorbancia cada quince minutos, durante
una hora (hasta alcanzar el equilibrio), se obtiene asi el valor de la absorbancia
final, pudiendo calcular el % de inhibicion: (Sacchetti et al., 2004, Gonzalez et al.,

2004, Katalinic et al., 2004).

% Inhibicion=1-(Af/Ao) x 100 6 Ao-Af/Ao x100
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La concentracion inicial exacta del radical DPPH en la reaccion se determind por

regresion lineal, con una curva de calibrado con la ecuacion: (Gordon et al., 2001).

Asisom = 6.8201 + 77.872[Trolox] r = 0.99243

CONCENTR vs. %INHIB (Casewise MD deletion)
%INHIB = 6.8201 + 77.872 * CONCENTR
Correlation: r = .99243
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Figura 8: Recta de calibrado del Trolox

b. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS MUESTRAS

Se extrae la fraccion polar del aceite, segin el método descrito por Lavelli y col. con
algunas modificaciones (Lavelli el al., 2002), se mezcla el aceite en metanol en proporcion
1:1 v/v, se agita durante una hora y se centrifuga a 2500-3000 rpm durante diez minutos a
15°C, a continuacion se extrae la fase metandlica, donde se encuentran los componentes
solubles en metanol del aceite (compuestos polifendlicos), responsables en su mayoria del
efecto antioxidante de los mismos (Boskou., 1996, Visioli et al., 1998, Espin et al., 2000,
Pellegrini et al., 2003, Valavanidis et al., 2004).

Se mide la absorbancia en diferentes diluciones metanolicas del extracto (1:2, 1:5 y

1:10), para buscar la linealidad de la respuesta, representando graficamente la actividad
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antioxidante producida (expresada como % de inhibicion) (Sacchetti et al., 2004, Gonzalez

et al., 2004) frente a la dilucion del aceite ensayada:

Dilucion vs. %INHIB
%INHIB = 1.3142 + .43480 * CONCENTR
Correlation: r = .99715
1 Extracto

=]
T
2
B

. ~e_ Regression

0 20 40 60 80 100 120 95% confid.

Dilucion

Figura 9: Relacion lineal entre dilucion del aceite y el %inhibicion

Se trabajo directamente con el extracto obtenido, al ver que todos mantenian una
relacion lineal, y por tanto contener mayor cantidad de los componentes antioxidantes, ya

que no se encuentran disueltos en metanol.

Se toman 2.9 mL del radical DPPH®, se le mide la absorbancia a 515nm (Ao) [Figura
10], y se afiaden 100uL del extracto metandlico del aceite a ensayar. Se agita y se mide su
absorbancia cada 15 minutos durante una hora, alcanzandose el equilibrio (Af) [Figura 11]

(Keceli et al., 2001). Todas las medidas se han realizado por duplicado.

Figura 10 Figura 11
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Se forma el radical en ausencia de la muestra a analizar, hasta obtener una absorbancia
estable, al afadir la sustancia antioxidante la concentracion del radical disminuye y se
puede medir el descenso de absorbancia producido, este descenso es proporcional a la

actividad antioxidante de la muestra analizada.

3.1.3. Método Beta-Caroteno/Acido linoleico

¢ Fundamento

Este método se fundamenta en el descenso de la decoloracion oxidativa del caroteno
en una emulsion acida de P-caroteno/acido linoleico (Chanwitheesuk et al., 2005). Se
determina la desaparicion de la molécula diana, el B-caroteno, debida a su destruccion por

parte de los productos de degradacion del acido linoleico, por espectrometria.

Se compar6 la medida de las muestras del extracto de aceite, con un control positivo
con BHT y con un control negativo en ausencia de caroteno (Bruni et al., 2004), se prepara

cada emulsion de igual manera que las muestras a analizar.

Debido a los productos de oxidacion del acido linoleico, se produce una disminucion
en la decoloracion del B-caroteno, al afiadir la sustancia antioxidante de referencia (BHT) 6
el extracto de la muestra objeto de estudio se retrasa la pérdida de coloracion del B-
caroteno (Fukumoto et al., 2000, Jayaprakasha et al., 2001), se puede asi determinar la
actividad antioxidante de las muestras analizadas, existiendo una relacion inversa a la

disminucion de la coloracion, medida por espectrofotometria.
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En este método el objetivo es la medida de la actividad antioxidante por la habilidad de
las sustancias a minimizar las perdidas del -caroteno, en una asociacion oxidativa con el
acido linoleico. Son muchos los autores que describen esta técnica, empleando como
método original el de Gorinstein y col. y Bruni y col. (Gorinstein et al., 2003, Bruni et al.,

2004) con algunas modificaciones.

La capacidad antioxidante del extracto obtenido de las muestras de aceite en etanol se
compar6 con el antioxidante sintético de referencia empleado (BHT), y con un blanco

(etanol), en ausencia de caroteno (Tepe et al., 2005).

1.1

Abzorbancia

e ETANOL

0.1
o 1000 2000 3000 4000 5000 S000 7000 £000 - BHT
TIEMPO

Figura 13: Pérdida absorbancia en el tiempo del etanol y antioxidante de referencia BHT

¢ Preparacion de la muestra

a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

- Se disuelven 0.2 mg de B-caroteno en ImL de cloroformo (Cheung et al., 2003;

Ubando-Rivera et al., 2005).

- Se mezclan 20 mg de acido linoleico con Tween 40 (Bruni et al., 2004).
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b.

Preparacion del antioxidante de referencia: BHT empleado en la técnica a
diferentes concentraciones 0, 0.1, 0.5, 1, 1.5, 5 mg/0.2 mL etanol, se utiliza
finalmente la concentracion de 0.1 mg/ 0.2 mL por ser la que presenta una mayor
estabilidad en el tiempo, las mas concentradas tienen una elevada turbidez lo que
dificulta la medida de la absorbancia. Se pueden usar diferentes antioxidantes
sintéticos de referencia, como el BHA y el TBHQ, pero se vio que apenas existian
cambios significativos en la medida de la absorbancia (Sun et al., 2005) [Figura

12].
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Figura 12: Variacion de absorbancia entre antioxidantes de referencia

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS MUESTRAS

b.1. Blanco y Control:

Preparacion del blanco: se pesa acido linoleico (0.02g) con tween 40 (0.2g), se
agita suavemente y se mezcla con 1 mL cloroformo, se evapora a sequedad en
rotavapor a 50°C, durante 5 minutos, se afiade tras evaporacion del cloroformo
50mL de agua destilada, lentamente con continua agitacion, hasta formar una
emulsion estable. Se caracteriza este control negativo por ausencia de caroteno

(Bruni et al., 2004).
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Preparacion control: con B-caroteno, se mezcla el acido linoleico, tween- 40 y 1
mL de la disolucion de caroteno en cloroformo, se sigue igual procedimiento que el

anterior descrito (Cheung et al., 2003, Bruni et al., 2004).

b.2. Muestras de Aceite:

®  Preparacion muestras aceite: las muestras de aceite de las diferentes campanas
2001-2004, se mezclan con etanol (v/v) (Gorinstein et al., 2003, Dapkevicius et
al., 1998) para obtener el extracto, se agitan durante 10 minutos y se
centrifugan a 2500 rpm durante 10 minutos. Se extrae el sobrenadante y del
extracto obtenido se hacen diferentes diluciones en etanol, buscando la dilucion
idonea dentro de los limites del etanol y del BHT (0.1 mg/0.2mL) [Figura 13,

14]. Todas las medidas se realizaron por duplicado (n=2).
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Figura 13: Relacion entre la dilucion del extracto de aceite ensayado y el porcentaje de
pérdida de absorbancia a 470 nm
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Figura 14: Pérdida de absorbancia de distintas diluciones de aceite medida a 470 nm

Técnica: en diferentes tubos se adiciona 200 pL de las diferente diluciones del
extracto de aceite en etanol respectivamente, se adiciona 5 mL del control
preparado y se agita bien durante 1 minuto, se mide la absorbancia a 470 nm,
cada 15 minutos durante 2horas (Ubando-Rivera et al., 2005), manteniendo las
muestras incubadas a 50°C. Cada una de las muestras se compard con una
emulsion preparada de la forma descrita pero sin -caroteno (blanco), en tubos
que contenian 200 UL de etanol en el caso del blanco y de BHT (0.1mg/0.2 mL)

en el caso del antioxidante de referencia. Se mide la actividad antioxidante
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(AA), (Gorinstein et al., 2003).
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3.1.4. Método ORAC (Capacidad de absorbancia de radicales de

oxigeno)

¢ Fundamento

Se evaltia la actividad antioxidante de los aceites usando como referencia el dafio
oxidativo a las proteinas. En ensayo ORAC (Capacidad de Absorbancia de Radicales de
Oxigeno) se basa en la proteccion que sustancias antioxidantes ejercen sobre la pérdida de
fluorescencia de la proteina fluoresceina (Ou et al., 2001), a causa de un dafio quimico que

afecta a su conformacion e integridad quimica.

La especie reactiva empleada es el AAPH (2,2°- Azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloruro), que sufre una descomposicion térmica de sus componentes azo, y genera
los radicales peroxilos solubles en agua, capaces de iniciar el proceso oxidativo, y los mas

importantes tanto a nivel fisiologico como patologico (Ghiselli et al., 2000).

Se emplea el ensayo ORAC creado por Cao y col., con pequeias variaciones en el
método, se mide el descenso de fluorescencia de la proteina fluoresceina, mas estable y
menos reactiva que otras proteinas ensayadas (Prior et al., 2005). Se compara con el
Trolox, antioxidante de referencia usado y empleando en el ensayo, el extracto fendlico del

aceite de oliva virgen extra.

La pérdida de fluorescencia en presencia de radicales peroxilos no sigue una cinética de
orden cero y las formas de descenso de las curvas difieren en presencia de antioxidantes
diferentes y con concentraciones diferentes del mismo antioxidante (Frankel et al., 2000).
Los radicales peroxilos disminuyen la fluorescencia de la fluoresceina, mientras que la
adicion de un antioxidante que reacciona rapidamente con los radicales inhibe la pérdida
de la intensidad de la fluorescencia y su inhibicion es proporcional a la actividad

antioxidante. El efecto de una sustancia antioxidante, se mide por el area bajo la curva de
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descenso de fluorescencia (AUC) de las muestras, en comparacion a un blanco exento de

sustancia antioxidante (Prior et al., 2005) [Figura 15].
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Figura 15: Descenso de fluorescencia de una muestra y el blanco. Medida del AUC

® Preparacion de la muestra

a. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

- Tampon fosfato (75mM, pH 7) (Cao y Prior, 1999):
= Soluciéon A: Se prepara una disolucion de K,HPO, 0.75M, se pesan
13.063 g y se disuelven en 100mL de agua desionizada.
=  Solucién B: Se prepara una disolucion NaH,PO4 0.75M, se pesan 10.349

gy se disuelven en 100mL de agua desionizada.

Se mezclan en proporcion K,;HPO4/NaH,PO4 75/25 y se diluye con agua desionizada

(1:9 v/v), siempre el pH de esta disolucion debe ser 7.
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- Fluoresceina (2.934 mg/L): Se prepara una disolucion madre de 44mg/100mL en
tampon fosfato. La disolucion empleada en el ensayo se obtiene diluyendo con

tampon fosfato la solucion madre: 200 pL. en 29.8 mL de tampon.

- AAPH (2,2’- Azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro) 221,25 mM se pesan 0.6
g de AAPH y se disuelven en 10mL de tampon fosfato.

- Preparacion del estandar de referencia TROLOX (20 uM): Se prepara una solucion
madre de 5SmM en tampon fosfato a partir de esta se toman 40 pL y se enrasa hasta

10 mL, obteniendo asi una concentracion de 20 uM en tampon fosfato.

b. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS MUESTRAS

b.1. Descripcion del método:

El ensayo ORAC se lleva a cabo a 37°C en micro cubetas fluorimétricas. Se mide la
fluorescencia (excitacion 490 nm y emision a 515 nm) (Ou et al., 2001), cada 5 minutos
durante 70minutos, hasta que desciende aproximadamente a 0 o a menos de un 5% del

valor inicial, la reaccion ensayada es:

» Muestra: el aceite se diluye en metanol al 80% en agua (1:1 peso/volumen)
(Montedoro et al., 1992; Ninfali et al., 2001; 2002), la mezcla se centrifuga
durante 10 minutos a 5000 rpm, el sobrenadante se recoge y se repite la
operacion (preferentemente dos veces). El extracto fendlico se diluye en
tampon fosfato pH7 (1:20) y se busca la dilucion correcta para cada aceite de

oliva en tampodn fosfato, asegurandose el descenso de la fluorescencia

150 pL extracto diluido + 150 pL fluoresceina (2.934 mg/L) + 75 uL AAPH
(221.25mM) (Fernandez-Pachon et al., 2004, 2005)
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Figura 16: Descenso fluorescencia de una extracto de aceite de oliva virgen extra de
la campafia 2003-2004

» Blanco: se hace la medida igual que en la muestra pero se emplea como blanco

metanol diluido 1:20en tampdn fosfato ph7.

150 puL metanol en tampodn fosfato (75mM, pH7) (1:20) + 150 puL fluoresceina
(2.934 mg/L) + 75 uL. AAPH (221.25mM) (Fernandez-Pachon et al., 2004, 2005)
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Figura 17: Descenso fluorescencia del Tampon fosfato pH7
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» Estandar se emplea Trolox 20uM: (Ferndndez-Pachon et al., 2004, 2005)

150 pL solucion de Trolox (20uM) + 150 uL fluoresceina (2.934 mg/L) + 75 uL
AAPH (221.25mM)
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Figura 18: Descenso fluorescencia del estandar Trolox 20 uM

b.2. Expresion de los resultados:

El descenso de la fluorescencia no es lineal con el tiempo, y la forma de la curva de
descenso difiere en presencia de diferentes antioxidantes y con diferentes concentraciones

de un mismo antioxidante (Frankel et al., 2000).

Se expresan como Valor ORAC, se usa para la cuantificacion el area debajo de la
curva (AUC) de emision de fluorescencia, que se obtiene calculando la diferencia de areas
bajo las curvas de descenso de fluorescencia de la fluoresceina a lo largo del tiempo entre
el blanco y la muestra de aceite. Se expresa usando equivalentes de Trolox (umol/g)

(Ninfali et al., 2001, 2002; Prior et al., 2005)
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Valor ORAC (umol Trolox equivalente/g)= kah (Smuestra — Sbianco) / (Strolox — Sblanco)

h: Concentracion de Trolox nmol/mL
k: Factor de dilucion de la muestra
a: relacion entre volumen (mL) del extracto metandlico y los gramos de aceite

S: Area bajo la curva de descenso de fluorescencia de la muestra, del Trolox o del blanco y

se calcula: (Prior et al., 2003)

. S= (05 + f5 /f() + f1()/f() .......... f70/ f()) x CT

fo = fluorescencia inicial a tiempo 0
f; = fluorescencia medida a tiempo i (70 minutos)

CT = ciclo de tiempo en minutos (Sminutos)
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3.1.5. Tratamiento Estadistico de los Resultados

En el estudio in vitro de los diferentes métodos de medida de la actividad antioxidante
en el aceite de oliva virgen extra descritos en la presente memoria, se han realizado
distintos tratamiento estadisticos sobre los resultados obtenidos de las muestras en los
ensayos realizados. Todas las medidas se realizaron por duplicado y los resultados se
expresaron como media y desviacion estandar (x £ SD), que nos da idea de la variabilidad
de los datos. Para ello se ha empleado el programa informatico SPSS ®, version 12.0.

Entre los analisis realizados se incluyen:

» Analisis de la Varianza (ANOVA) (p < 0.05).

» Analisis de Regresion Lineal.
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3. ESTUDIO IN VITRO DE DIFERENTES METODOS DE
MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA.

3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1. Método del ABTS (Acido 2,2’—azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonico).

En esta memoria se empleo el método de oxidacion con persulfato potasico, empleado
por Pellegrini y col. en aceites de oliva (Pellegrini et al., 2001), la reaccion entre el ABTS
y persulfato potasico se hace a temperatura ambiente, en la oscuridad durante 12-16 horas.
La reaccion es inmediata alcanzando el maximo de absorbancia a las 6 horas. Para evaluar
la actividad antioxidante, el radical se diluye en etanol hasta un valor de absorbancia a 734

nm de 0.07 + 0.02 (Pellegrini et al., 1999; 2001, Re et al., 1999; Arnao et al., 2001).

Se mezcla el radical con la sustancia a ensayar (aceite de oliva virgen diluido en n-
hexano) y se mide la absorbancia a 734 nm durante 30 min (Re et al., 1999; Pellegrini et al

1999, 2001, Villaiio et al., 2004).

En nuestro estudio, la medida se hizo a los 30 minutos, aunque se comprob6 que no
existen diferencias entre los valores TEAC obtenidos a los 2, a los 15 y a los 30 minutos, lo
que permite concluir que los compuestos antioxidantes del aceite de oliva virgen extra
reaccionan mayoritariamente en la primera fase. En el método ABTS, se recomienda segiin
algunos autores, realizar las medidas a los 30 minutos (Pellegrini et al., 1999) o a los 15
minutos (Cano et al., 1998; Van den Berg et al., 1999) para que de tiempo a reaccionar a

todos los compuestos.
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En general el valor TEAC es tiempo-dependiente, existen trabajos publicados con un valor
mayor a los 15 minutos en comparacion al valor obtenido a los 2 minutos, pero con una
correlacion con el IPT mayor a los 2 minutos (» = 0.9012) que a los 15 minutos (» = 0.8462)

(Villario et al., 2004).

Se emplea etanol en la generacion del radical, ya que se demostro que otros solventes
organicos como el metanol o la acetona, porque aunque requieren menor tiempo de
generacion el radical formado es menos estable (Cano et al., 2000). En el caso de los aceites,
la actividad antioxidante total se mide directamente en aceites disueltos en n-hexano, que
evita soluciones turbias que dificultan la medida espectrofotométrica (Pellegrini et al., 1999,
2001) y permiten la contribucion de todos los componentes antioxidantes presentes en el
aceite, como los compuestos polifendlicos, tocoferoles y carotenoides (Boskou., 1996:

Pellegrini et al., 2003).

La muestra de aceite se diluye con el fin de conseguir que la concentracion de
antioxidantes en la muestra diluida se encuentre dentro de un intervalo de respuesta lineal. Se
diluye el aceite en n-hexano de 4-20 veces, buscando el intervalo que presenta la respuesta
lineal, al representar el porcentaje de inhibicion de la absorbancia del radical frente a la
dilucion del aceite se ha comprobado que la linealidad se produce en un intervalo determinado

de concentraciones, por encima del cual las medidas no pueden considerase validas.
Se han ensayado 5 diluciones del aceite en n-hexano (diluido entre 4-20 veces),

representando graficamente la actividad antioxidante producida (expresada como % de

inhibicion) frente a la dilucion del aceite ensayada:
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Figura 1: Relacion entre el porcentaje de inhibicion y diferentes diluciones de aceite en
n-hexano

e Actividad antioxidante en las muestras de aceite de oliva virgen extra.

De todos los métodos descritos anteriormente, el empleado para generar el radical es el
persulfato potésico, el mas empleado en la bibliografia para muestras oleosas. El método
original es el descrito por Pellegrini y col. (1999) con algunas pequefias modificaciones. Este
método es ampliamente usado en trabajos posteriores. Se emplea el ensayo de post-adicion,
formando primero el radical en ausencia de la muestra hasta tener una sefal estable, cuando se
afiade la sustancia antioxidante la concentracion del radical disminuye y se mide el descenso

producido (Villafio et al., 2004,2005 Prior et al., 2005)

Son muchos los trabajos publicados que emplean el método ABTS para medir la actividad
antioxidante en diversos alimentos: vino, aceite, frutas, cerveza etc., basandose en la habilidad
de las diferentes sustancias para inhibir el radical catiénico generado en comparaciéon a un
antioxidante de referencia, el Trolox, el acido ascorbico o la crisina (Arts et al., 2004a). La
crisina presenta como inconveniente la reacciéon con el ABTS™ de sus productos formados al
reaccionar con el radical, en comparacion a la reaccion entre el Trolox y el ABTS™, que
genera una quinona como producto secundario que no reacciona con el radical. El Trolox es el
mas empleado por reaccionar de forma inmediata con el radical, lo que reduce el tiempo de

analisis (Van den Berg et al., 1999; Arts et al., 2004).

181



Resultados y Discusion

Se ha relacionado el contenido polifendlico total de los aceites (IPT), descrito en al

capitulo 1 de la presente memoria, con la actividad antioxidante que presentan las muestras de

aceites de las diferentes campaiias.

En la Tabla 1 se muestran los valores de la Actividad Antioxidante Total (TAA) e IPT

(indice de Polifenoles Totales) de las muestras de aceite estudiadas.

Tabla 1: Valores TAA e IPT de los aceites de oliva virgen extra.

Muestra AB—ITS (mM) a IPT (mg/kg) b
1 1.23+0.15 2201
2 1.10 £ 0.06 1241
3 1.11 +0.21 1069
4 0.99 +0.13 1131
5 1.04 = 0.09 1037
§ 6 0.96 + 0.03 975
S 7 1.03 = 0.08 1001
Q0 8 0.91+0.16 993
& 9 0.85+0.15 823
10 0.93 + 0.09 825
11 1.08 = 0.07 1113
12 0.98 + 0.08 998
13 0.81+0.11 710
Media + S.D 1.001 £0.11 T085.02 * 363.69'
1 0.88 + 0.02 1929
e 2 1.02 + 0.04 2000
5 3 0.82 +£0.10 1293
§ 4 0.73 + 0.04 852
& 5 0.81 = 0.02 958
Media + S.D 0.852+0.10 1406.4 £ 535.43 |
- 1 0.91 + 0.06 1785
S 2 0.51 +0.01 1053
a 3 0.38 + 0.03 877
§ 4 0.43 +£0.12 1043
Media + S.D 0.557 + 0.24 1189.5 + 405.12 |

a: expresado en mmol Trolox /Kg aceite. Cada valor es la media y desviacion estandar

de la muestra procesada por duplicado.
b: expresado como equivalentes de acido galico (mg/ Kg aceite).

Con los resultados obtenidos se observa que las muestras de aceite que tienen un mayor
perfil polifendlico, son las que presentan un mayor valor TAA (mM). Los aceites de la

Campaifia 2003-2004, son los que poseen un mayor contenido fendlico, que varia desde 2201
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a 710 mg/ Kg, con un valor medio de 1085 mg/ Kg para un total de 13 muestras analizadas, el
valor TAA encontrado oscila entre 1.23 y 0.81 mm Trolox /Kg aceite (valor medio de 1.001
mg/Kg). En la Campaia 2002-2003 el IPT tiene valores entre 2000-852 mg/Kg (valor medio
1406.4 mg/Kg), con valor TAA de 1.02 a 0.73 mg/Kg para un total de 5 muestras. Los 4
aceites analizados de la campafia mas antigua 2001- 2002, presentan valores TAA de 0.91 a
0.38 mg/Kg y contenido fenolico de 1785 a 877 mg/Kg aceite. El descenso en el valor TAA
en las muestras de aceite analizadas de la primera campafia 2001-2002, puede deberse a la
disminucion durante el almacenamiento prolongado de los componentes antioxidantes
presentes en el aceite, como los compuestos polifendlicos, tocoferoles y carotenoides,
existiendo una relaciéon directa entre el valor TEAC y el contenido individual de los

componentes antioxidantes del aceite (Okogeri et al., 2002; Garcia et al., 2002).

La medida se hizo en todas las muestras analizadas a los 30 minutos. En algunas se
realizaron medidas a los 2, a los 15 y a los 30 minutos, no existiendo diferencias importantes
en los valores obtenidos a los 15 y a los 30 minutos, y siendo un poco menor el valor medido

a los 2 minutos.

Muestra TAA 2 min TAA 15 min TAA 30 min

1 0.94 1.15 1.23
2 0.70 0.93 1.03
3 0.68 0.85 0.93

Tabla 2: Valores TAA expresados en mmol Trolox/Kg aceite a los 2, 15 y 30 minutos

Aunque el valor TAA es mayor a los 30 minutos, al estudiar el coeficiente de correlacion
entre el IPT y el valor TAA encontramos que €ste es mayor a los 2 minutos (» = 0.992), a los

15 minutos (= 0.990) a los 30 minutos (+= 0.977).

En la primera fase reaccionarian los compuestos mas afines al radical formandose
productos de reaccion que, junto con los compuestos de reactividad mas lenta darian lugar a la
segunda fase. El aumento del tiempo de reaccion con el radical posibilita la actuacion de todas

las sustancias antioxidantes presentes. En el método ABTS, se recomienda realizar las
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medidas a los 30 minutos (Pellegrini et al., 1999) o a los 15 minutos (Cano et al., 1998, Van

den Berg et al., 1999) para que de tiempo a reaccionar a todos los compuestos.

Se concluye que la evaluacion de la actividad antioxidante depende, no sélo de la
estructura quimica de los componentes, sino también de los productos de reaccion formados y

su capacidad de reaccion con el radical ABTS™.

Los valores TAA obtenidos son similares a los encontrados en la bibliografia para aceites.
Asi, Pellegrini y col. recogieron valores TAA para aceites de oliva virgen extra, entre 2.69 y
0.61 mmol Trolox /Kg e IPT de 369 a 251 mg/Kg (Pellegrini et al., 2001; 2003) y valores de
2.64 y 078 mmol Trolox/ Kg (Gorinstein et al., 2003).

El método ABTS es ampliamente usado en diferentes alimentos; zumo de frutas (Gil et
al., 2000; Kim et al., 2002; Shui et al., 2006), vino (Villario et al., 2005), cerveza (Oriate-Jaén
et al., 2006), té (Alonso et al., 2002, Ivekovic et al., 2005).

Existen diferencias en la composicion de antioxidantes entre los aceites de oliva virgen
extra y los aceites de oliva, con diferencias en el valor TAA del 50%. Los aceites obtenidos
por presion son mucho mas ricos en compuestos fenolicos que los aceites refinados extraidos
con solventes. Los aceites de oliva presentan un porcentaje de aceite de oliva virgen extra que
puede variar del 33 al 95% (Andrikopoulos et al., 1989), lo que afecta a la cantidad de
antioxidantes presentes, y por tanto al valor TAA (Pellegrini et al., 2001).
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El método ABTS se realiz6 en muestras de [ )
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Figura 2: Valor TAA en muestras de aceite de oliva, expresado

0
del 50 % con respecto a algunos valores en mmol Trolox/Kg aceite. Muestras de aceite de oliva: A.O.

obtenidos para el aceite de oliva virgen extra.

El valor TAA, se debe a la diferente contribucion de los antioxidantes individuales del
aceite (polifenoles, caroteno, escualeno, tocoferol etc.), algunos trabajos intentaron demostrar
la contribucion de cada componente individual en el valor final TAA obtenido, demostrando
finalmente que la capacidad antioxidante total en los aceites de oliva virgen, es debido
principalmente a su contenido fendlico, y que el andlisis directo de la actividad antioxidante
total (TAA) es un método simple y efectivo que engloba la contribucion de todos los

antioxidantes (Pellegrini et al., 2001).

En ensayo ABTS presenta como ventajas: que el radical cationico reacciona rapidamente
con las sustancia antioxidante (generalmente en un tiempo inferior a los 30 min), que se puede
emplear en un amplio rango de pH y puede ser usado para estudiar efectos de pH sobre
mecanismos antioxidantes (Lemanska et al., 2001), es también soluble en solventes acuosos y
organicos lo que permite determinar la capacidad antioxidante lipofilica e hidrofilica de
extractos y fluidos biologicos (Prior et al., 2005). Presenta una serie de inconvenientes: es un
radical artificial que no mimetiza bien la situacion in vivo, termodinamicamente puede ser
reducido por compuestos que tengan un potencial redox menor que el ABTS (0.68V), el
punto final de la reaccion varia en funcidon a la sustancia antioxidante empleada, fijando

tiempos cortos 6 muy elevados que pueden interferir en los resultados TEAC finales.
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3.2.2. Método DPPH (1,1- difenil-2- picrilhidrazil)

® Medida de la Actividad Antioxidante en aceites de oliva virgen extra.

El método DPPH se ha empleado ampliamente por muchos autores para evaluar la
actividad antioxidante del extracto fendlico de aceites de oliva virgen (Mosca et al., 2000,

Frankel et al., 2000; Gordon et al., 2001; Gomez-Alonso et al., 2003).

Se considera el tiempo final de medida cuando se alcanza el equilibrio [Figura 3], lo
que asegura que la reaccion no continua progresando, la medida no sea erronea y se

asegura que todos los compuestos antioxidantes hayan reaccionado con el radical DPPH".

10 Abs
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Figura 3: Cinética de reaccion del antioxidante y el radical DPPH

Villafio y col. estudiaron la cinética de los compuestos polifendlicos frente al radical
DPPH’, en general la absorbancia desciende rapidamente en los primeros minutos, debida
a la transferencia al radical de los atomos de hidrogeno con mas facilidad de donacion.
Seguidamente una etapa de caida mas lenta, hasta el equilibrio, debido a la actividad
remanente de los productos de oxidacion y degradacion (Villario, 2005).

En la Tabla 3 se muestran los valores de la Actividad Antioxidante Total (TAA) en
pmol Trolox/ Kg y mmol Trolox/ Kg e IPT (indice de Polifenoles Totales) de las muestras

de aceite estudiadas.
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Muestra DPPH (uM) a DPPH (mM) b IPT (mg/kg) ¢ |
1 779.14 £72.10 0.779 +£0.07 2201
2 660.09 +41.05 0.660 += 0.04 1241
3 627.00 £33.12 0.627 +0.03 1069
4 600.89 +120.01 0.600 +0.12 1131
5 620.00 £+ 62.90 0.620 + 0.06 1037
§ 6 590.99 +90.18 0.590 £ 0.09 975
& 7 598.56 £ 61.91 0.598 + 0.06 1001
§ 8 550.54 +£20.30 0.550 +0.02 993
3 9 431.89 +32.12 0.431 +0.03 823
10 567.12 + 63.89 0.567 +0.06 825
11 615.89 £41.12 0.615 +0.04 1113
12 590.34 +40.32 0.590 £ 0.04 998
13 409.78 +£23.76 0.409 + 0.02 710
Media £ S.D 587.86 + 92.79 0.587 = 0.09 1085.9 + 363.69
1 217.89 + 78.87 0.217 +£0.07 1929
o0 2 273.71 £33.54 0.273 +£0.03 2000
§ 3 176.84 £ 19.65 0.176 £0.01 1293
%‘ 4 156.33 +£23.21 0.156 +0.02 852
5 198.43 +£52.02 0.198 +0.05 958
Media £ S.D 204.64 + 44.97 0.204 = 0.04 1406.4 + 535.43
~ 1 313.26 £43.12 0.313 £0.04 1785
= 2 179.08 + 56.09 0.179 £ 0.05 1053
:l' 3 274.69 +£31.78 0.274 +0.03 877
§‘ 4 232.07 £22.78 0.232 +0.02 1043
Media = S.D 249.77 + 57.62 0.249 + 0.05 1189.5 +£405.12 |

Tabla 3: Valores TAA e IPT de los aceites de oliva virgen extra.

a: expresado en pmol Trolox /Kg aceite. Cada valor es la media y desviacion estandar de la
muestra procesada por duplicado.

b: expresados en mmol Trolox /Kg.

c: expresado como equivalentes de acido galico (mg/ Kg aceite).

Los aceites pertenecientes a la ultima campafia presentan valores TAA que oscilan
entre 409.78 y 779.14 umol Trolox/ Kg de aceite, con un valor medio de 587.86, muy por
encima de los valores obtenidos en las campatfias anteriores que presentan valores medios
TAA de 204.64 y 249.77 umol Trolox/ Kg de aceite en la campana 2002-2003 y 2001-
2002 respectivamente. Todos los métodos de medida antioxidante, se pusieron a punto
pasado un tiempo desde la obtencion de los aceites, que se almacenaron en las condiciones
mas Optimas para intentar mantener y conservar intactas todas sus propiedades y
componentes, aun asi se puede observar como para las mismas muestras de aceite
diferentes, el valor TEAC obtenido disminuye

pertenecientes a campafias

significativamente entre campafias.
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El tratamiento estadistico que se ha realizado sobre los resultados obtenidos de las
muestras en el ensayo incluye el analisis de la varianza (ANOVA), existiendo diferencias

significativas entre las tres campanas (p < 0.05).

El descenso de la absorbancia al ponerse en contacto el aceite de oliva virgen extra con
el radical es rapido, al incrementarse el periodo de almacenamiento y por tanto la
oxidacion del aceite, el descenso a 515 nm era menor, por existir una menor concentracion
de antioxidantes en los aceites de oliva virgen extra almacenados durante un periodo
prolongado (Michele el al., 1969), lo que puede explicar la baja actividad antioxidante en
los aceites de la primera campafia estudiada 2001-2002, a pesar de almacenarse en

condiciones adecuadas.
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Figura 5: Cinética de reaccion del antioxidante y el radical DPPH.

A: descenso de absorbancia a 515 nm de un aceite de la campaiia 2003-2004
B: descenso de absorbancia a 515 nm de un aceite de la campafia 2002-2003
C: descenso de absorbancia a 515 nm de un aceite de la campaiia 2001-2002

Gomez-Alonso y col. estudiaron los cambios en la composicion fendlica y en la
actividad antioxidante en aceites de oliva virgen de la variedad Cornicabra, tras someterlos
a elevadas temperaturas (fritura), empleando como método de medida de la actividad
antioxidante el DPPH, concluyendo que los aceites expuestos a temperaturas de fritura
(180°C) durante un tiempo prolongado, disminuia la actividad antioxidante desde valores

de 750 umol Trolox/ Kg a valores por debajo de 250 pmol Trolox/ Kg.
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Se comprueba para las muestras de las campafias 2002-2003 y 2001-2002, si se
cumplen las condiciones de aplicacion del test ¢+ para medias independientes: una

distribuciéon normal, que se confirma con los test de normalidad (Shapiro-Wilks y

Kolmorogorov-Smirov) que dan un valor de p no significativo en ambos grupos y la

homogeneidad de varianzas no existiendo diferencias significativas entre las varianzas, se

cumplen por tanto las dos condiciones para aplicar la prueba de la ¢ de Student. Aplicando
este estudio estadistico, se comprobd que no existen diferencias significativas entre las
campafias 2002-2003 y 2001-2002 y si existen diferencias significativas entre la campafia
2003-2004 y las dos anteriores (p < 0.05), lo que explica que en los aceites de las dos
primeras campafias que han permanecido mas tiempo almacenados, hay un mayor
descenso en los componentes antioxidantes, como los compuestos polifenodlicos,
tocoferoles y carotenoides, responsables directamente de los bajos valores TEAC

obtenidos en nuestro estudio.

Los valores obtenidos son similares a los encontrados en la bibliografia para aceites de
oliva virgenes espafioles, asi Gomez-Alonso y col. recogieron valores TAA para aceites de
oliva virgen extra, entre 693 y 746 umol Trolox/ Kg (Gomez-Alonso et al., 2003).
Gorinstein y col. trabajaron con aceites de oliva de las variedades Arbequina, Hojiblanca y
Picual y un aceite de oliva virgen extra, empleando diferentes métodos de medida de la
actividad antioxidantes, los valores obtenidos en el método DPPH expresados como % de
actividad anti radical (% RSA (radical scavenging activity)) son de 23.1 + 2.3, 26.8 + 1.7,
27.2 £ 1.2y 29.4 £+ 1.4 respectivamente, el mayor potencial antioxidante se observo en los
aceites de oliva virgen extra, en el caso de aceites lampantes el valor disminuia a valores

de 9.8 £ 0.9 (Gorinstein et al., 2003).

El antioxidante de referencia utilizado al igual que el método ABTS, es el Trolox,
ampliamente empleado en la bibliografia consultada (Choi et al., 2000). Los resultados se
expresan como valor TEAC (umol/ Kg aceite) (Prakash, 2001; Gomez-Alonso et al., 2003)
o con el parametro, eficacia antioxidante (Sdnchez-Moreno et al, 1998), empleado

preferentemente en el caso de compuestos puros que se calcula a partir de dos indices: el
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valor ECsg (Concentracion Eficaz 50) (Visioli et al., 1998, Gordon et al., 2001; Lavelli et
al., 2002; Rotondi et al., 2004) que se define como la concentracion de compuesto
necesaria para producir el 50% de inhibicion del radical y el valor TECsy (Tiempo Eficaz
50) que se define como el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio cuando la

concentracion de muestra ensayada corresponde a la Concentracion Eficaz 50 (Villario,

2005).

Son muchos los antioxidantes estindar empleados en la medida de la capacidad
antioxidante por el método DPPH": Trolox, Vitamina E, BHT y Acido ascérbico con
valores de actividad antioxidante expresado en umol Trolox/ 100g de 400, 201, 395 y 442
respectivamente (Prakash et al., 2001) o con valor ECso de 1.31 x 107, 5.04 x 10, 1.05 x

10 para la vitamina C, vitamina E y BHT respectivamente (Visioli et al., 1998).

Un inconveniente importante a la hora de emplear este método de medida, es la
solubilidad del radical DPPH en disolventes organicos, que limita su uso frente a
antioxidantes hidrofilicos (Arnao et al., 2001), en comparacion al método ABTS,
anteriormente descrito, que presenta una elevada solubilidad en ambos solventes. Lavelli y
col. estudiaron la actividad antioxidante de los aceites de oliva virgen extra extraidos con
diferentes solventes: metanol 100% y mezclas de acetona/ agua (30:70, 40:60, 50:50,
60:40, 90:10), por el método DPPH. Los extractos acetona/agua (90:10) tienen la misma
actividad antioxidante que el extracto metandlico (100 £ 6 y 100 £+ 2 respectivamente),
dicha actividad va disminuyendo a medida que aumenta el porcentaje en agua (Lavelli et

al., 2002; Valavanidis et al., 2004).

En nuestro trabajo se extrae la fraccion polar con metanol, que contiene la mayoria de
los compuestos polifendlicos responsables de la accion antioxidante del aceite de oliva

virgen extra.
Keceli y col. midieron la actividad antioxidante y la estabilidad de la fraccion fenolica

de aceitunas verdes y de aceites de oliva virgen extra de variedades turcas, expresando con

el valor ECsy, los resultados obtenidos de aplicar el método de medida antioxidante DPPH.
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Los extractos de aceituna contienen una mayor concentracion (1940-5800 mg/ Kg) de
componentes fenolicos que el extracto de aceite de oliva (180 mg/ Kg), esta diferencia se
puede explicar por la elevada concentracion de antioxidantes solubles, que se arrastran en
el proceso de lavado durante la extraccion del aceite. Se obtuvieron valores ECsg a los 60
minutos por existir componentes en ambos extractos, que reducen mas lentamente la
concentracion del DPPH. Se compar6 el valor obtenido con compuestos fendlicos de
referencia: oleuropeina, acido cafeico y a- tocoferol, que reaccionan rapidamente con el
radical DPPH a los 15 minutos, el acido cafeico y la oleuropeina presentan una mayor
accion frente al radical DPPH que el a- tocoferol tanto a los 15 como a los 60 min. Se
concluye que algunas variedades de aceituna contienen un mayor efecto frente al radical y
una concentracion de componentes activos mas elevada que el aceite de oliva (Keceli et al.,

2001).

En general el método DPPH es simple, facil de realizar y es un radical estable, sin
embargo puede dar lugar a errores de interpretacion al existir compuestos que interfieren a
515 nm (carotenoides) (Noruma et al., 1997), y presenta inespecificidad en la reaccion ya
que actia como radical y como oxidante, y su color puede perderse por reaccion con el
radical, por reduccion, por reacciones desconocidas o por moléculas con mayor afinidad
estérica por el radical, lo que provoca una sobreestimacion de los resultados de la
capacidad antioxidante. Muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con radicales
peroxilo pueden reaccionar lentamente o no reaccionar con el DPPH por su inaccesibilidad
estérica. Se concluye por tanto, que no se puede solo definir la capacidad antioxidante de
una sustancia, por su habilidad a reaccionar con el DPPH (Prior et al., 2005), es necesario

desarrollar otros métodos de medida y comparar los resultados obtenidos.
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3.2.3. Ensayo antioxidante Beta-Caroteno/Acido Linoleico

e Medida de la Actividad Antioxidante (AA) en aceites de oliva virgen extra.

Se emplean diferentes métodos de medida de la actividad antioxidante en alimentos y
sistemas biologicos, unos basados en la oxidacion de sustratos lipidicos o lipoproteinas,
evaluando la actividad antioxidante en funcidén a la capacidad del método empleado en
inhibir la oxidacion (Ben-Aziz et al., 1971; Kanner et al., 1977; 1994; Suja et al., 2005),
otros se basan en la habilidad de un antioxidante para bloquear radicales libres, generados

habitualmente, de forma artificial (ABTS, DPPH).

Este método se basa en la decoloracion del B-caroteno por la accion de peroxidos
originados durante la oxidacién del acido linoleico. Se determina la oxidacion de la
molécula diana, el B-caroteno, debida a su destruccion por parte de los productos oxidacion
del acido linoleico (compuestos organicos volatiles e hidroperoxidos conjugados), por
espectrofotometria. Este método es muy empleado en la determinacion de la actividad
antioxidante, porque se realiza en emulsion, un estado muy frecuente en alimentos (Pérez

etal, 2003; Suja et al., 2005).

En este test los antioxidantes actiian en una emulsion de acido linoleico y B-caroteno.
El 4cido linoleico forma miscelas en sistemas acuosos, que poseen propiedades coloidales
que pueden afectar la conducta de las sustancias antioxidantes y de los iniciadores de la

oxidacion (Frankel et al., 2000, Ubando-Rivera et al., 2005).

El fundamento de este método se basa en la accion protectora de las sustancias
antioxidantes estudiadas, frente a la oxidacion del acido linoleico, y por tanto el retardo en
la pérdida de color del B-caroteno. El radical libre formado del 4cido linoleico por pérdida

de un atomo de hidrégeno, ataca a la molécula de B-caroteno a la que oxida por rotura de
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su doble enlace, que conduce a un descenso en su coloracion naranja. El indice de
decoloracion se evalua por diferencia de medida de su absorbancia en un tiempo inicial (t =
0 min) y pasado 2 horas. Con frecuencia se emplea el B-caroteno como diana en los
procesos de oxidacion, su decoloracion puede ocurrir por multiples causas, es por tanto un
método poco especifico que puede dificultar la interpretacion de los resultados obtenidos

(Prior et al., 2005).

En nuestro estudio, se trabajo con el extracto etanolico del aceite de oliva virgen extra
que contiene la mayoria de compuestos que contribuyen significativamente a su actividad
antioxidante, en alimentos hidrofilicos se emplea medio acuoso en la obtencion del
extracto, presentando una actividad antioxidante significativamente mayor el extracto
acuoso que el extracto metandlico (Cheung et al., 2003), relacionado a su vez con un
mayor contenido en polifenoles totales, que depende también del solvente empleado en la

extraccion.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos al aplicar este método de medida
de la actividad antioxidante en las muestras de aceite pertenecientes a las tres campafias

olivareras estudiadas.
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Figura 6: Cambios en la absorbancia a 470 nm para distintas diluciones de un extracto
de una misma muestra de aceite.
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Figura 7: Valores de % AA- B-caroteno del extracto de aceitede la  Figura 8: Valores de % AA- B-caroteno del extractos de aceite de la
campafia 2003-2004. (n = 13) camparia 2002-2003. (n =5)

Figura 9: Valores de % AA- B-caroteno del extractos de aceite de
la camparia 2002-2001. (n = 4).

En las Figuras 7, 8 y 9 se recogen los valores de la Actividad Antioxidante (% AA) del
extracto etanodlico de las muestras de aceites analizadas por campafias, en la dilucion
idonea dentro del intervalo del blanco (etanol) y el control (BHT) [Figura 6]. En la
campaiia 2003-2004 se analizan un total de 13 muestras, con valores entre 63.79 + 2.69 %
y 30.78 = 1.74 % y un valor medio de 48.06 + 9.86 %, en las dos campafias anteriores a
¢ésta, la 2002-2003 y 2001- 2002 se analizaron las muestras que presentaban un mayor
perfil polifendlico, y se mantuvieron hasta el momento del andlisis almacenadas en
condiciones optimas para evitar en lo maximo posibles alteraciones. En la campaiia 2002-
2003 los valores oscilaron entre 26.54 + 4.99 % y 18.33 + 2.60 % para un total de 5
muestras, con valor promedio de 21.75 + 4.29 %, los aceites pertenecientes a la primera

campaiia objeto de estudio la 2001-2002 (n = 4), el valor % AA obtenido en las muestras
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analizadas, son inferiores a los resultados de las otras campafias y difieren mucho de los
valores de la campafia 2003-2004, oscilando entre 18.87 + 1.98 %y 11.98 + 0.69 % (14.73
+ 3.24 %), este descenso de debe fundamentalmente al periodo de tiempo desde su
obtencion hasta su analisis, a pesar de estar almacenados en ausencia total de luz y en
atmosfera inerte, para frenar o retardar su oxidacion y evitar la perdida de los compuestos
relacionados directamente con la capacidad antioxidante del aceite. El estudio también se
realizo en aceites pertenecientes a las tres campafias estudiadas, almacenadas en presencia
de luz y de oxigeno, para comprobar la variacion en la actividad antioxidante medida con
el test B-caroteno/acido linoleico. Los valores disminuyeron entre un 75-80 % y en algunas
muestras de la campafia 2001-2002 no llegd a detectarse ningun valor de actividad
antioxidante, existiendo diferencias significativas importantes (p< 0.001)(test de ¢ de

Student para muestras relacionadas).

Es muy escasa la informacion bibliografica sobre la aplicacion de este método de
medida de la actividad antioxidante, basado en de decoloracion oxidativa, en aceites de
oliva. Es por tanto, dificil comparar los valores obtenido de AA con los descritos por otros
autores. Gorinstein y col. en un trabajo publicado en el 2003, trabajaron con diferentes
tipos de aceites de oliva espafioles de variedades diferentes de aceitunas, encontrando
valores de % AA que oscilan entre 33.2 £ 3.3 % y 40.4 + 2.9 % (Gorinstein et al., 2003).
Los valores obtenidos en nuestro estudio son muy similares a los descritos, incluso en
algunos casos lo superan. El descenso en los resultados se observa en las muestras que han

permanecido mas tiempo almacenadas.

Previo al tratamiento estadistico (ANOVA) de los datos obtenidos con el método de
medida de la actividad antioxidante B-caroteno/acido linoleico, se comprobo si los valores
siguen o no una distribucion normal, empleando diferentes test estadisticos. Es importante
considerar el tamafio de muestra, ya que al existir pocos datos casi nunca se dispondra de

evidencias para rechazar la normalidad [Tabla 4].
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Tests of Normality

KoImogorov-Smirnov"’1 Shapiro-Wilk
campana | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Caroteno  1.00 105 13 .200* .975 13 .945
2.00 .332 5 .075 .735 5 .021
3.00 272 4 . .892 4 .393

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Tabla 4: Pruebas de Normalidad. Resultados del los test de Kolmogorov-Smirnov y de Shapiro-Wilk. (p > 0.05)

Ambos test de normalidad dan un valor de p no significativo en los tres grupos, por lo
tanto no hay evidencias para rechazar la hipotesis nula de normalidad. Se comprueba
también con el test de asimetria en cada campafia que cumplen los tres requisitos
(asimetria, curtosis y valores entre la media + 3 desviacion estandar), concluyendo por
tanto que existe una distribucion normal de la variable. El tipo de variable dependiente es
cuantitativa y la independiente es cualitativa, y se comprueba la homogeneidad de las
varianzas no existiendo diferencias significativas. Se cumplen por tanto las tres
condiciones para que los resultados de un analisis de varianza (ANOVA) puedan

considerarse validos.

El tratamiento estadistico que se ha realizado sobre los resultados obtenidos de las
muestras en el ensayo incluye el analisis de la varianza (ANOVA), existiendo diferencias
significativas entre las tres campafias (p < 0.05). Al aplicar el test de la # de Student para
muestras independientes, una vez comprobada la distribucion normal de las variables, se
comprobd que no existen diferencias significativas entre ambas campafias estudiadas (p <
0.05) (2002-2003 y 2001-2002) y si existen diferencias significativas entre la campafia
2003-2004 y las dos anteriores. Estos resultados estan de acuerdo con los valores (%AA)
obtenidos para los aceites estudiados, que explica que en las muestras de las dos primeras
campafias (2001-2002 y 2002-2003) que han permanecido mas tiempo almacenado, estan
mas deterioraos y oxidados y por tanto, hay un mayor descenso en los componentes

antioxidantes
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El efecto antioxidante del extracto de aceite de oliva virgen extra, previene la
peroxidacion del 4cido linoleico retardando por tanto la decoloracion de la molécula de [3-

caroteno, presentando elevados valores en la actividad antioxidante (AA).

Un trabajo publicado en 1971, describié un método para determinar de forma directa
por espectrofotometria la decoloracion oxidativa del B-caroteno en solucion acuosa, el
descenso de absorbancia se mide a 460 nm. Se estudi6 en efecto inhibidor de algunos

antioxidantes sobre la decoloracion oxidativa del B-caroteno (Ben-Aziz et al., 1971).

Son muchas las sustancias antioxidantes existentes, naturales y sintéticas, como el BHT
(Suja et al., 2005; Tepe et al., 2005) empleado en nuestro método que actlla como
antioxidante sintético de referencia, al igual que el BHA (Gorinstein et al., 2003, Sacchetti
et al., 2004, Geckil et al., 2005), TBHQ (Cheung et al., 2003), utilizados en ensayos de
grasas y alimentos oleosos para prevenir la degradacion oxidativa (Loliger, 1991), se
observd que no habia cambios significativos en la medida de la absorbancia (Fukumoto et
al., 2000; Sun et al., 2005) [Figura 10]. Al ser ensayos in vitro, no se considera el efecto
carcinogénico encontrado para el BHA y BHT (Branen., 1975; Botterweck et al., 2000;
Matthaus., 2002; Cheung et al., 2003), si es necesario considerar sus propiedades fisicas,
la inestabilidad a altas temperaturas y su alta volatilidad (Dapkevicius et al., 1998). El
valor maximo permitido de antioxidantes sintéticos en alimentos es de 200 ppm, en la
mayoria de los estudios in vitro que lo emplean intentan no sobrepasar dicho valor (Suja et

al., 2005).

Un estudio del 2004, compara la capacidad antioxidante de la catequina con otros
antioxidantes puros (Trolox, Vitamina C y BHT) no detectandose ninguna actividad en los

dos primeros y el valor mas elevado con el BHT (Katalinic et al., 2004).
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Figura 10: Variacion de absorbancia entre antioxidantes de referencia.
Sun et al., 2005.

Este método de medida de la actividad antioxidante es ampliamente empleado, pero
puede presentar resultados que difieran mucho de los obtenidos con otro método de medida
debido a los diferentes mecanismos en el proceso de oxidacion y al comportamiento
lipofilico e hidrofilico de los antioxidantes. Bruni y col emplearon para un mismo aceite
esencial, el método de medida de la capacidad antioxidante DPPH, que es independiente a
la polaridad del antioxidante y el test de decoloracion oxidativa del B-caroteno,
dependiente a la polaridad de la sustancia antioxidante, presentando un comportamiento
diferente al bloqueo de radicales libres y como inhibidores del proceso oxidativo. Asi
moléculas con cierta polaridad pueden presentar una menor efectividad para prevenir la

oxidacion del 4cido linoleico (Bruni et al., 2004).

En la mayoria de la bibliografia consultada, se emplea este método de medida de la
actividad antioxidante en aceites esenciales (Sacchetti et al., 2004, Bruni et al., 2004),
hierbas y plantas autdctonas (Dapkevicius et al., 1998; Chanwitheesuk et al., 2005, Suja et
al., 2005, Sun et al., 2005) vinos (Kanner et al., 1994, Katalinic et al., 2004), vegetales
(Cheung et al., 2003, Tian et al., 2004, Motalleb et al., 2005) y compuestos puros (Von
Gadow et al., 1997). En aceites de oliva virgen extra es muy escasa la bibliografia que
recoge la aplicacion de este método, como medida de la actividad antioxidante (Gorinstein

etal., 2003).
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Gorinstein y col. compararon el contenido de algunos compuestos bioquimicos
(esteroles, acidos grasos, compuestos fenolicos, tocoferoles, etc.) y la actividad
antioxidante de aceites de oliva virgenes de variedades de aceitunas espafolas, empleando
diferentes métodos de medida. El valor de la Actividad Antioxidante (AA) de las muestras
de aceite analizadas por el test del B-caroteno/acido linoleico, es de 33.2 + 3.3, 38.1 + 3.5,
40.4 £ 2.9, 38.7 £ 2.0 y 13.2 £ 1.1 % para aceites de oliva de la variedad Arbequina,
Hojiblanca, AOVE, Picual y lampante respectivamente. Se correlaciona el contenido en
polifenoles totales y los resultados obtenidos con los diferentes métodos de medida de la
actividad antioxidante para comparar la sensitividad de los diferentes test empleados. El
mejor método para la determinacion de la actividad antioxidante en aceites de oliva es el
test del B-caroteno (r = 0.9958), y el menor valor se obtuvo con el método ABTS (TAA)
(r = 0.9197). En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio determinan que el
aceite de oliva virgen extra es el que presenta mayores propiedades organolépticas, el
mayor contenido en componentes antioxidantes y por tanto el de mayor actividad

antioxidante (Gorinstein et al., 2003).

Una sustancia antioxidante minimiza la oxidacién de los compuestos lipidicos de las
membranas celulares, inhiben los compuestos organicos volatiles y los perdxidos dienos
conjugados generados por la oxidacion del acido linoleico, que presentan accion
cancerigena. Tepe y col. demostraron en un estudio realizado en el 2005, que los extractos
polares presentan una mayor actividad antioxidante que la fraccion no polar, son por tanto,
los compuestos polifenoles y flavonoides los que juegan un papel importante en la

capacidad antioxidante (Tepe et al., 2005).
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3.2.4. Método ORAC (Capacidad de absorbancia de radicales de

oxigeno)

e Actividad antioxidante en las muestras de aceite de oliva virgen extra.

Los datos aportados por nuestro estudio resultan similares a los encontrados en la
literatura revisada para el aceite de oliva, incluso en algunas de nuestras muestras se
superan los valores encontrados para el aceite. Asi, Ninfali y col. obtuvieron valores
ORAC para el aceite de oliva virgen extra, entre 1.78 £ 0.16 pmol Trolox/g y 5.08 + 0.26
umol Trolox/g, y relacionaron el valor obtenido con el contenido fendlico total que
oscilaba entre 50 = 6.4 y 236 £ 20 mg/Kg. Se estudio el contenido en polifenoles totales y
el valor ORAC en aceites sometidos a varias extracciones sucesivas con metanol,
observando que el valor de la primera y segunda extraccion es muy superior al encontrado
en el tercer y cuarto tratamiento, con valores ORAC de 4.83 £ 0.28 pumol Trolox/g e IPT
de 254 = 21 mg/Kg (extraccion 1* y 2%) y de 0.54 £ 0.12 y 0.48 = 0.11 pmol Trolox/g en la
tercera y cuarta extraccion respectivamente, y un contenido insignificante en el contenido
fenolico. Por tanto, es evidente que el 98% aproximadamente de los polifenoles se
recuperan en las dos primeras extracciones. El valor ORAC se refiere al obtenido de la
primera y segunda extraccion, aunque el valor de capacidad antioxidante de las
extracciones sucesivas era significativo, del orden de 0.5 umol Trolox/g que puede deberse
a compuestos carotenoides y a aldehidos de cadena corta, y es probable que estos
compuestos se sigan extrayendo en cada paso. La composicion y concentracion de estas
sustancias en el aceite de oliva virgen extra es muy baja y muy similar, por lo que su
capacidad de bloqueo de radicales peroxilo no influye mucho en la medida del valor
ORAC, lo mismo que otras moléculas (tocoferoles) cuyo contenido no cambia
significativamente entre diferentes tipos de aceites de oliva virgen extra, sin embargo el
tipo y composicion de los compuestos fenolicos varia entre los aceites, por ello la
capacidad antioxidante de un tipo de aceite estd determinada mayoritariamente por el tipo

y concentracion de fenoles presentes (Ninfali et al., 2001; 2002).
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En la Tabla 5 se muestran los valores ORAC (Capacidad de absorbancia de radicales
de oxigeno) expresados en umol Trolox equivalente/g, de todos los aceites estudiados (n=

22).

Los resultados obtenidos en las muestras de aceite son mayores en la campaifia 2003-
2004 duplicando los valores obtenidos en las campanas anteriores, con valores que oscilan
entre 6.43 £ 0.28 y 3.70 + 0.27 pmol Trolox equivalente/g con valor medio de 4.97 + 0.87
pmol Trolox equivalente/g, los valores de la campafia anterior con valores entre 2.54 +
0.08 y 2.25 + 0.33 pumol Trolox equivalente/g, y valor medio de 2.40 £ 0.12 pmol Trolox
equivalente/g, en la ultima campana 2001-2002 los valores ORAC obtenidos son muy
bajos de 1.89 + 0.41 y 115 £ 0.55 pmol Trolox equivalente/g, y promedio de 1.46 + 0.35
pmol Trolox equivalente/g, presenta valores muy por debajo de los encontrados en la
bibliografia consultada, en general este descenso puede deberse al tiempo que
permanecieron almacenados los aceites antes de llevar a cabo la medida de su actividad

antioxidante por el método ORAC.
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Figura 11: Fluorescencia relativa de la FL frente al tiempo en presencia de AAPH en el Trolox (20
uM), blanco (100% tampon fosfato) y la muestra (extracto metanolico del aceite, dilucion 1:100)
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Se busca la dilucion idonea, de modo que al final del ensayo la fluorescencia descienda
aproximadamente a 0 o a menos de un 5% del valor inicial. En la Figura 11, se observa la
fluorescencia relativa obtenida en mi estudio, en presencia de AAPH y FL, del blanco
(tampon fosfato 100%), Trolox (20uM) y una muestra de la Gltima campafia de estudio
diluida 100 veces en tampon. En la Figura 12 para varias muestras de la campafa 2003-

2004 con la dilucién idonea.
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Figura 12: Fluorescencia relativa de la FL frente al tiempo en presencia de AAPH en presencia de
Trolox (20 uM), blanco (100% tampon fosfato) y la muestra (extracto metandlico del aceite dilucion
1:100 de muestras de la campafia 2003-2004)

Al igual que los ensayos descritos anteriormente, para determinar la capacidad
antioxidante en las muestras de aceite pertenecientes a las campafias 2001-2004, el
tratamiento estadistico incluye el andlisis de la varianza (ANOVA), existiendo diferencias

significativas entre las tres campanas (p < 0.05).

En general, el rango de valores ORAC oscila entre 1 y 10 pmol Trolox equivalente/g, y
los aceites con valor entre 6-8 pmol Trolox/g son considerados como aceites de elevada
calidad (Ninfali et al., 2002). Ardo y col. definieron valores ORAC para el aceite de oliva
virgen extra que oscilaban entre 1.39 y 11.67 umol Trolox equivalente/g (Ardo et al.,
2004). No existe aun asi mucha bibliografia de valores ORAC en aceites de oliva virgen

extra, se emplea con mas frecuencia en otro tipo de alimentos y fluidos bioldgicos.
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Muestra Aceite Fd ORAC (pmol/g) | Media ORAC * S.D
6.64
1 100 6.23 6.43 +£0.28
4.86
2 100 5.39 5.12 £0.37
5.06
3 100 6.95 6.01 £1.33
5.01
4 100 4.77 4.89 £ 0.16
4.31
5 100 4.18 4.24 +0.09
§ 3.90
) 6 100 351 3.70 £ 0.27
% 5.30
P 7 100 6.20 575+ 0.63
'§ 4.82
8 100 4.52 4.67 +£0.21
3.98
9 100 4.22 4.10+0.17
4.15
10 100 5.65 490+ 1.06
5.17
11 100 6.79 598 +1.14
4.87
12 100 5.33 5.10 +£0.32
3.45
13 100 4.21 3.83 +£0.53
Promedio = S.D. 4.97 £ 0.87
Muestra Aceite Fd ORAC (umol/g) | Media ORAC * S.D
2.38
1 100 2.44 2.41 +0.04
= 2.58
| 2 100 2.50 2.54 +£0.08
g 574
2 3 100 2.25 2.49 + 0.34
| 2.01
4 40 2.49 2.25+0.33
2.54
5 40 2.04 2.29 +£0.35
Promedio = S.D. 2.40 +0.12
Muestra Aceite Fd ORAC (umol/g) Media ORAC + S.D
2.18
g 1 100 1.60 1.89 + 0.41
E 1.54
§ 2 40 0.76 1.15+0.55
1.68
¢ 3 40 1.57 1.62 £ 0.07
0.96
4 40 1.44 1.20 +0.33
Promedio = S.D. 1.46 + 0.35

Tabla 5: Valor ORAC expresado en pmol Trolox equivalente/g. El valor es la media y desviacion estandar de las muestras
analizadas por duplicado. Fd = factor de dilucion.
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®* Ventajas del ensayo ORAC vy diferencias con otros ensayos de capacidad

antioxidante

En un principio este método estaba disefiado para medir la capacidad de antioxidantes
hidrofilicos, poco a poco se ha ido modificando y ya tiene la ventaja de poder adaptarse

para medir antioxidantes lipofilicos (Naguib, 1998).

La especie reactiva empleada es el AAPH (2,2°-Azobis(2-amidinopropano)
dihidrocloruro), que sufre una descomposicion térmica de sus componentes azo y genera
los radicales peroxilos solubles en agua (Niki., 1990), capaces de iniciar el proceso
oxidativo tanto a nivel fisiologico como patologico (Ghiselli et al, 2000), con una
intensidad determinada primariamente por la temperatura. Asi las muestras que contienen
antioxidantes no les afecta dicha intensidad debido a la estructura quimica y a la altisima
razon molar (> 2000) del AAPH frente a la muestra de antioxidante (Cao et al., 1998) lo
que le confiere al ensayo ORAC una elevada especificidad y sensibilidad superior al del
ensayo TEAC. En el ensayo TEAC pueden existir interacciones entre la muestra del
antioxidante y los reactivos, bloqueando la formacion de los radicales y también tiene en
cuenta el porcentaje de inhibicioén a un tiempo fijo. La técnica AUC (4rea bajo la curva)
[Figura 13] empleada en el método ORAC integra los porcentajes de inhibicion en el
tiempo completo que dura la inhibicion, cuantificando la capacidad antioxidante de una
muestra bioldgica, y evita por tanto que distintos antioxidantes puedan tener un mismo
porcentaje de inhibicidon a un tiempo dado pero distinto a otro tiempo determinado. EL
AUC obtenida tras el descenso en la fluorescencia es proporcional a la capacidad
antioxidante de la muestra en comparacion al AUC obtenida con el Trolox como referencia

(Ninfali et al., 2001).
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Figura 13: Calculo del valor ORAC expresado como area bajo la curva (AUC).

Relative fluorescence Intensity
"

Es un método dependiente de la temperatura ya que a 37 °C provoca la descomposicion
de la especie reactiva empleada y la formacion de los radicales peroxilos, que reaccionan
con la proteina y favorece el descenso de la fluorescencia, por tanto, pequefias variaciones
en la temperatura puede disminuir la reproducibilidad del ensayo (Lussignoli et al 1999 ;
Prior et al., 2005), algunos autores proponen precalentar a 37°C, 10 minutos antes de
adicionar el AAPH, ya que con s6lo un minuto se favorece la descomposicion térmica y

generacion del radical peroxilo (Huang et al., 2002).

Se han descrito muchos tipos de especies reactivas: Cu’‘-ascorbato (Glazer, 1990;
Antolovich et al., 2002), aniones-superoxido, radicales hidroxilo (Ou et al., 2002) y
peréxido de hidrogeno (Ghiselli et al. 2000), que generan radicales libres, e intervienen
directamente en el proceso de oxidacion, pero estan menos relacionadas con la situacion
fisiolégica. En general, una misma sustancia antioxidante tendra una mayor o menor
actividad, en funcion a la especie reactiva empleada en el método. Ou y col. emplearon
como especie reactiva radicales hidroxilos generados por la oxidacion de un metal (hierro
y cobre) con el peroxido de hidrogeno, el mecanismo de actuacion es el mismo que el
método descrito, el radical hidroxilo generado actia sobre la proteina y produce una
disminucion de la fluorescencia, el resultado se expresa con valor HORAC. En presencia

de una sustancia antioxidante se inhibe en parte la formacion del radical, por reaccion del
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antioxidante con el metal, generando un producto que no reacciona con el peroxido de

hidrogeno (Ou et al., 2002).

FL + Metal (II) + H,O, — Oxidacion de la FL (pérdida de fluorescencia)

Metal (II) + Antioxidante — Metal (II)-Antioxidante (no pérdida fluorescencia)

HaOs + M(II)

"I-:— radical averting (HORAC)

HO- R-H
X Hz0
b ~ R ROOH

\- «————— radical chain breaking (ORAC})
ROO S RH

Figura 14: Relacion entre HORAC y ORAC. Ou et al., 2002

No existe correlacion entre el valor HORAC y ORAC, asi antioxidantes mas comunes
como el Trolox y la vitamina C segin un estudio de Ou y col. presentaba valores de 0
equivalentes de acido galico (GAE) y 1.0 equivalentes de Trolox (TE) y de 0 GAE y 0.95
TE respectivamente, no existiendo valores HORAC significativos (Ou et al., 2002). Son
ensayos diferentes pero igualmente importantes en la medida de las propiedades
antioxidantes, presentando en comun que miden la proteccion de una proteina a ser
oxidada por un radical. El HORAC refleja la habilidad de absorcion del radical obtenido
por quelacién de un metal y el ORAC la capacidad de absorcion de radicales peroxilo, y
ambos miden la proteccion de una proteina, asi las muestras con alto valor HORAC no
necesariamente tienen que tener valores elevados ORAC y viceversa. La Figura 14 muestra
las diferencias quimicas entre el ensayo HORAC y ORAC en la medida de la actividad

antioxidante.

Son muchos los autores que emplean en el ensayo ORAC la ficobiliproteina -

ficoeritrina (B-PE), aislada de la Porphyridium cruentum (Cao et al., 1998, Ninfali et al.,
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2001; 2002; Antolovich et al., 2001; Fernandez-Pachon et al.,2004; 2005, Aldini et al.,
2006) altamente fluorescente, pero se comprobo que el descenso de la fluorescencia de esta
proteina es mucho mas rapido que el de la fluoresceina (FL) al someterla a una excitacion
de luz, es fotosensible (Ou et al., 2001; Huang et al., 2002;2002a, Davalos et al., 2004,
Prior et al., 2005), presenta mucha variabilidad al reaccionar con los radicales peroxilos y
se observo que la (PE) puede interaccionar con algunos polifenoles (Haslam et al., 1981),
generando errores en los resultados obtenidos. La fluoresceina o diclorofluoresceina no
interacciona con antioxidantes, presenta una elevada estabilidad a la luz y reduce el coste
del experimento (Ou et al., 2001; Davalos et al., 2004). Huang y col. comprobaron la
estabilidad de la fluoresceina (FL) en presencia de luz en comparacion a la PE, en igualdad
de condiciones experimentales: exposicion a 490 nm de luz de excitacion en ausencia de
AAPH durante 35 minutos, concluyendo que para la FL. no existen cambios significativos
en la intensidad de la sefal de fluorescencia, siendo por tanto estable a la luz, en
comparacion a la PE, que presenta una pérdida del 50-53% en la intensidad de la sefial

presentando baja estabilidad a la luz.

Figura 15: Cinética de caida en la

12 fluorescencia de la B-PE y FL en

1 FAA o4 ausencia de AAPH a 37°C. La B-

| e, b ada PE presenta una pérdida de la

fluorescencia  del  50% en

4] LA TN comparacion a la FL, que no

E 0.6 L T T presenta variacion en la sefal.
o 2 T T . Huang et al., 2002

Log

m
E 0.4 =+ Flucrescein

02 * B-PE
a

0 10 20 30 40
Time {min)

Un estudio realizado por Davalos y col. demostré como la sefial de la FL es constante
al no adicionar el AAPH, lo que demuestra la estabilidad de la FL al ser sometida a
condiciones de excitacion, al afiadir el AAPH la fluorescencia cae rapidamente. En
presencia del Trolox, existe un retardo en la caida de la fluorescencia, lo mismo ocurre al
realizar el ensayo con la muestra a analizar que contiene una cierta cantidad de sustancias

antioxidantes (vino y suplementos dietéticos). La sefial de fluorescencia FL no se afecta en
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presencia del antioxidante, y éste no emite sefial fluorescente por si mismo (Ddvalos et al.,

2004).

Estos analisis se realizaron en nuestro estudio, en la Figura 16 se observa la sefal de
FL en ausencia de AAPH, no existiendo descenso en la fluorescencia [a], la caida rapida al
afiadir el AAPH que reacciona con la proteina en ausencia de antioxidantes [b], el retardo
en la caida en presencia de Trolox [c], y del extracto del aceite [d] y la ausencia total de

sefial en el extracto de aceite sin FL [e].

40003

3000

2000

1000

=

1000 2000 3000 4000

=

Figura 16: Cinéticas de reaccion en el ensayo ORAC. Diferencias en la caida de fluorescencia.

Se emplea como antioxidante estandar para determinar la actividad antioxidante de las
muestras de aceite, un andlogo de la vitamina E soluble en agua, el Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) y el tiempo total del ensayo supera los 30
minutos para evitar obtener valores inferiores en la actividad antioxidante y permitir la
contribuciéon de los productos secundarios con actividad antioxidante en los resultados
finales (Prior et al., 2005), aunque este tiempo prolongado de analisis (aprox. 1 hora)
limita mucho su uso cuando se analizan un nimero elevado de muestras, lo que hizo
desarrollar nuevos métodos automatizados que acorta el tiempo de andlisis y elimina
completamente los errores humanos que pueden darse en la preparacion de las muestras

(Calwell, 2000, Huang et al., 2002). Se describe también el empleo de a-tocoferol y acido
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galico expresando el valor como HORAC (umol de acido galico/g en muestras solidas y en
pmol de acido galico/L en las liquidas). La funcion del a-tocoferol y el Trolox como
antioxidantes se debe a su habilidad a transferir un atomo de hidrogeno de su grupo
fenolico al radical generado (Naguib, 1998). Se empleo el Trolox en nuestro estudio ya
que a igualdad de concentracion con el AAPH, la reaccion es mas rapida con el Trolox

que con el a-tocoferol [Figura 17] (Huang et al., 2002).

12— )
i
1.0 q\
g’ 08 | W
= =
g Ho -:‘ié, -
= = 8 =
= ad ‘\é e =
_ -
, . -
'\ \I\\E
00 T T 5 & & &
0 20 40 60 80 100 120
Time {min)

Figura 17: Cinética del Trolox vy a-tocoferol en presencia de AAPH, a

igualdad de concentracion

Por la similitud en la estructura quimica [Figura 18] entre el Trolox y el a-tocoferol se
esperaba que presentasen valor ORAC semejante, Huang y col. comprobaron que el valor
ORAC para el o-tocoferol es un 50% menor que para el Trolox, y se debe
fundamentalmente a la cinética y mecanismo de reaccion del Trolox/a-tocoferol con el

AAPH (Huang et al., 2002a).
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Figura 18: Estructura quimica del Trolox (a), y a-tocoferol (b)

La capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno se emplea como indice de calidad

y estabilidad en el aceite de oliva virgen, ya que mide la eficacia de los compuestos

fenolicos y su proteccion frente a radicales peroxilo (Ninfali et al., 2001; 2002,

Bacchiocca et al., 2001).

Este método es ampliamente empleado en el andlisis de la actividad antioxidante en

compuestos puros (Huang et al., 2002; Ou et al., 2001) o diversos alimentos: aceite, vino
(Ninfali et al., 2001; 2002; Ferndndez-Pachon et al., 2004; Villaiio et al., 2005; 2006;
Aldini et al., 2006), t¢ (Cao et al., 1996, Prior et al., 1998), frutas (Wang et al., 1996),

vegetales (Ninfali et al., 2003; 2005), suplementos dietéticos (Ddvalos et al., 2004) y en

fluidos biolégicos (Cao et al., 1998; Ou et al., 2001, Fernandez- Pachon et al., 2005).
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Al igual que hace referencia Ninfali y col. se pudo observar como el extracto
metanolico obtenido, en la dilucion 6ptima de trabajo, en comparacion con el Trolox como
control, tiene un rapido descenso inicial en la fluorescencia, seguida de un descenso mas
lento en la etapa final [Figura 19]. Este comportamiento se encontr6 tanto en soluciones
con un solo antioxidante, como en soluciones que contenian una mezcla de antioxidantes.
El ensayo ORAC emplea como blanco metanol diluido en tampoén fosfato, observando que
no existe diferencia si se emplea tampon fosfato s6lo. Tanto en la prueba con el Trolox y
con el extracto del aceite, al alcanzar la estabilidad se adiciona el AAPH, midiendo el
descenso de fluorescencia. El ensayo ORAC muestra una buena reproducibilidad con el

aceite de oliva (Ninfali et al., 2001, 2002)
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3.2.5. Estudio estadistico de los resultados de los diferentes métodos

de medida de la actividad antioxidante.

Se examina la posible relacion entre el contenido de de los principales compuestos
antioxidantes (IPT) (Capitulo 1, apartado 1.2.3) y la actividad antioxidante total de los
aceites estudiados, en las diferentes campanas, al aplicar distintos métodos de medida ya

descritos en la Tabla 1, 3 y 5 del presente capitulo [Grafica 20- 31].

Se emplea la técnica estadistica de la regresion lineal simple, que esta dirigida a
describir de una manera completa como es la relacion entre dos variables, incluso se puede
predecir cual va ser el valor de una variable, una vez que se sabe el valor de la otra.
Analiza la relacion entre dos variables cuantitativas, tratando de verificar si dicha relacion
es lineal. Se emplea el coeficiente de determinacién R? que se interpreta como el
porcentaje de variabilidad total de la variable dependiente que es explicada por la variable

independiente.

Muchos trabajos publicados estudian la relacion que existe entre el IPT y los diversos
métodos de medida de la actividad antioxidante en diferentes alimentos (Velioglu et al.,
1998; Alonso et al., 2002a: 2002b; Gorinstein et al 2003, Fernandez-Pachon et al., 2004,
Villario et al., 2006).
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A la vista de los resultados el método ABTS hace aconsejable su utilizacion en la
determinacion de la actividad antioxidante en el aceite, ya que la correlacion entre este

método y el indice de polifenoles totales es mayor que con los otros métodos.

La reproducibilidad de los resultados es buena y los coeficientes de variacion obtenidos
por los diferentes métodos son aceptables. En general, todos los métodos se pueden aplicar

para medir la actividad antioxidante en aceites.

En las dos primeras campafias estudiadas, la 2001-2002 y la 2002-2003, la correlacion
con el IPT puede ser menor debido al nimero escaso de muestras y/o la posible deficiencia

en el almacenamiento de las muestras, hasta su analisis.

Debido a la complejidad de los procesos de oxidacion es obvio que no existe un unico
método de prueba, que refleje de forma completa el perfil antioxidante de la muestra
estudiada (Pérez et al., 2003), por eso los datos obtenidos por diferentes investigadores son

dificiles de comparar e interpretar (Frankel et al., 2000).

Son muchos los trabajos que correlacionan el contenido total polifendlico con la
actividad antioxidante total para diferentes alimentos. Asi, un trabajo publicado en el 2003,
relaciona el contenido fendlico total de diferentes tipos de aceites, con cuatro métodos de
medida de la capacidad antioxidante total. Concluyendo, que los polifenoles son los
compuestos que aportan mayor capacidad antioxidante en el aceite y de acuerdo a los
resultados de su investigacion, el mejor método para determinar la capacidad antioxidante

en aceites de oliva es el del B-caroteno/acido linoleico (Gorinstein et al., 2003).

La correlacion entre el contenido fendlico total y la actividad antioxidante, medida con
los métodos mas comunmente usados, ha sido ampliamente estudiada para diversos
alimentos: frutas y vegetales (Tian et al., 2004), vinos (Fernandez-Pachon et al., 2004,
Villaio et al., 2006), plantas (Velioglu et al., 1998), semillas (Holasova et al., 2002), aceite
de oliva (Gorinstein et al., 2003; Del Carlo et al., 2004). En todos los alimento se
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relaciona el contenido en polifenoles totales con la actividad antioxidante de ese alimento,
porque contribuyen a su estabilidad y por su capacidad para bloquear radicales libres. Una
disminucién en la concentracion de polifenoles va asociado a un descenso en la actividad

antioxidante.

En general, son muchos los métodos de medida de la capacidad antioxidante total.
Cada uno presenta una serie de limitaciones en cuanto a reactivos empleados, tipo de
cinética, tiempo de analisis, dando diferentes resultados dificiles de comparar para una
misma muestra a analizar, que depende directamente del método empleado. Por ello, se
determina la capacidad de bloqueo de los radicales libres por diferentes métodos, aunque
lo ideal seria estandarizar un Unico método analitico de medida de la capacidad

antioxidante (Prior et al., 2005).
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4. ESTUDIOS IN VIVO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

4.1. MATERIAL Y METODOS

4.1.1. Capacidad Antioxidante en el plasma tras la ingesta de AOVE.

MATERIAL

* Sujetos

El estudio se ha realizado en 11 voluntarios sanos (3 mujeres y 8 hombres), no
fumadores, con edades comprendidas entre los 20-30 afios (25 + 2.44), con valores de IMC

dentro de la normalidad (21.46 + 2.12 kg /m?) (rango 17.16- 25.28).

Todos los participantes presentan buen estado de salud, sin ninguna patologia cardiaca,
hepatica, gastrointestinal ni renal. No consumieron, durante las cuatro semanas que dur¢ el
estudio, ningun tipo de medicamento, ni suplemento vitaminico o mineral y los parametros
bioquimicos (glucosa, urea, acido urico, creatinina, colesterol, colesterol-HDL, colesterol-
LDL, proteinas totales, bilirrubina, enzimas, etc.) y hematologicos, realizados en el

laboratorio de analisis clinicos, estaban dentro de los valores de normalidad.

Se recomend6, a cada participante, no consumir el dia anterior a la extraccion
alimentos ricos en sustancias antioxidantes (té, chocolate, cerveza, vino, frutas, aceite de
oliva virgen y bebidas alcoholicas), que pudieran interferir en la medida plasmatica de la
capacidad antioxidante. Y durante el periodo total del estudio, se evitd ingerir alimentos

ricos es antioxidantes [Tabla 1].
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Tabla 1: Dieta baja en polifenoles

ALIMENTOS A EVITAR ALIMENTOS QUE PUEDEN
SER COMIDOS
Maiz, Cebolla, Ajo, Coles de Patatas (sin piel), Pepino (sin
Bruselas, Jengibre, Apio, piel), Zanahorias, Champifiones,
Pepinillos, Nabos, Espinacas, Guisantes, Lechuga Iceberg y
VEGETALES Endivias, Berenjenas, Réabanos.
Esparragos, Cebolleta,
Pimientos, Remolacha, Brocol y
Coliflores.
Manzanas, Naranjas, Peras, Aguacate, Platanos y
Melocotones, Pomelos, Pina.
FRUTAS Limones, Tomates, Nectarinas,
Ciruelas, Melones, Cerezas,
Kivi, Bayas, Mango y Uvas.
Te: Negro, Verde o de Hierbas, Agua, Colacao, Sprite-7 Up,
Café, Vino Blanco o Tinto, Leche y Zumo de Pifa
BEBIDAS Cerveza, Sidra, Chocolate
Caliente y Zumos de Frutas.
Cualquiera que contenga fruta. Mantequilla, Queso (sin
hierbas), Natillas, Yogures (sin
HUEVOS Y PRODUCTOS fruta, cereales o chocolate),
LACTEOS Helados (sin fruta, cereales o
chocolate), Leche, Nata y
Huevos.
Pasteles de carne y salchichas. Pollo, Cordero, Ternera, Pavo,
CARNE Y PESCADOS Pescados sin ahumar, Bacon,
Jamoén y Marisco
PRODUCTOS DE \E}vﬁ':lr;ere;/}es cl(.)rrli/o}. All lB(rian, Cornﬂgke.s, Cetrealcla\i 'dT arroz,
DESAYUNO eetabix, Muesli, Mermelada y roissants y Miel.
Nocilla.
Pan con cereales y Pizzas. Pan blanco, Pan chapata, Pasta
PAN Y PASTAS blanca, Arroz blanco, Fideos y
Fajitas.
Especias, Frutos secos, Mayonesa, Aceite de Oliva,
Avecrem, Ketchup, Lentejas, Aceite Vegetal, Vinagre (no mas
VARIOS Pasas, Guacamole, Sopas de lata, de 2 cucharadas diarias),
Productos de Soja, Cacahuetes, Pasteles (sin fruta o chocolate),
Aceitunas y Fruta escarchada. Sal y Caramelos.

Durante todo el estudio y 15 dias previos al inicio del mismo, los voluntarios evitaron
consumir alimentos con alto contenido fendlico, que se verifico al cumplimentar durante

todo el periodo encuestas alimentarias de recuerdo de 24 horas.
La extraccion se realizo tras ayuno de 12 a 14 horas por puncion venosa, siguiendo el

protocolo de extraccion del laboratorio, utilizando como recipientes contenedores de las

muestras de sangre, tubos con EDTA para la determinacion del hemograma, tubos de suero
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con separador de gelosa para las pruebas bioquimicas y tubos con heparina de litio para la

determinacion de antioxidantes.

Los parametros bioquimicos y hematologicos se procesaron inmediatamente siguiendo
los PNT establecidos para cada muestra. El plasma, para la determinacion de antioxidantes,
se obtuvo mediante centrifugacion a 1500 rpm durante 10-15 minutos. Las muestras

obtenidas se almacenaron a temperatura de congelacion (-70°C), hasta su posterior analisis.

Se obtuvieron dos muestras de sangre de cada sujeto, antes (valor basal t= 0) y tras

ingerir 50 mL diarios de AOVE durante 15 dias.

Todos los voluntarios tomaron el mismo tipo de aceite, procedente de la misma
variedad de aceituna y cosecha, lo que confiere la maxima homogeneidad en cuanto a
perfil de acidos grasos y sustancias antioxidantes. El aceite fue seleccionado por tener una
alta concentracion de polifenoles totales y un elevado valor in vifro de actividad

antioxidante de todos los estudiados.

El método antioxidante empleado para la medida en el plasma de la capacidad
antioxidante, es el ORAC con fluoresceina, por ser el que mas se asemeja a las condiciones

in vivo.

El aceite de oliva virgen extra procede de aceitunas de la variedad Picual, obtenido a
temperatura de 25°C por sistema de centrifugacion bifasico de la pasta de aceituna. Todos
los parametros de calidad del aceite (acidez, indice de peroxidos, k ,7, etc.) segiin
Reglamento (CE) n° 1989/2003 presentan un contenido dentro del limite legal permitido, y

se considera un aceite de oliva virgen extra (AOVE).

e Reactivos

Todos los reactivos empleados en el desarrollo de método ORAC, ya se han descrito en

el capitulo 3, apartado 3.1.
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e [Instrumentacion

1. Espectrofluorimetro:

En el método de medida de la Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno
(ORAC), las medidas de fluorescencia se realizaron en un Espectrofotometro de
fluorescencia Perkin Elmer instruments LS55 luminescence Spectrometer. Software FL

Winlab. Micro cubetas de cuarzo de 10 mm, Hellma ©

2. Instrumentacidén y Material de laboratorio:

e pH-metro BASIC 20, Crisol ®

e Micropipetas Eppendorf ®.10-100 pL; 100-1000 pL.

e Centrifuga Universal 32, Hettich (Madrid-Espafia).

e Pipetas Pasteur 2mL, 150 mm, Pobel (Madrid, Espaiia).

e Bafio de agua termostatizado Julabo Fio P Selecta®

3. Tratamiento estadistico de los resultados

e Se ha empleado el programa informatico SPSS ®, version 12.0.

METODO

¢ Fundamento
El fundamento del método es el mismo que el descrito en el capitulo anterior. Se basa

en la medida del area bajo la curva entre el blanco, patron de referencia (Trolox) y la

muestra de plasma.
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Se emplea como especie reactiva la proteina AAPH, a igual concentracion
anteriormente descrita, y la fluoresceina como proteina que es atacada y sufre un cambio
quimico que origina el descenso en la sefial de fluorescencia. Se busca la dilucion
apropiada que no provoque saturacion en la sefial y permita la cuantificacion. En este caso

se diluye 250 veces en tampon fosfato.

El ensayo ORAC se lleva a cabo a 37°C en micro cubetas fluorimétricas. Se mide la
fluorescencia (excitacion 490 nm y emision a 515 nm) (Ou et al., 2001, Fernandez-Pachon
et al., 2005), cada 5 minutos durante 70minutos, hasta que desciende aproximadamente a 0

0 a menos de un 5% del valor inicial. La mezcla final de los componentes es:

150 pL plasma diluido + 150 pL fluoresceina (2.934 mg/L) + 75 uL. AAPH

(221.25mM)

Se busca la dilucion idonea del plasma en tampon fosfato (pH 7.4), para favorecer la
caida de la sefial de fluorescencia a valores que permita su cuantificacion, en comparacion

al blanco (tampon fosfato) y al Trolox. Las muestras se diluyeron 1500 veces con tampon

fosfato.
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Figura 1: Fluorescencia relativa de la FL (1: 250) frente al tiempo en presencia de
AAPH en el Trolox (20 uM), blanco (100% tampodn fosfato) y plasma diluido 1500

veces en tampon.
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Resultados y Discusion

4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1. Capacidad Antioxidante en el plasma tras la ingesta de AOVE.

Todos los voluntarios tomaron el mismo tipo de aceite que se selecciono por presentar
una elevada actividad antioxidante in vitro (ORAC-FL), un alto contenido en polifenoles
totales y los parametros analiticos de calidad dentro de la normalidad segiin Reglamento

(CE) n® 1989/2003 [Tabla 1].

Indice
Ceras IPT ORAC-FL
Acidez (%) Peroxidos K270 Ke) @ M)
m m
(MEqO2/Kg) (ppm) (mg/Kg n
04 <15 <200 <0.15 2287 6,715 £ 1,27

Se selecciona el método ORAC porque aporta informaciéon importante acerca de la
capacidad antioxidante total en muestras bioldgicas, desde compuestos puros (melatonina,
dopamina, flavonoides, etc.) a matrices mas complejas (té, frutas, aceites, etc.) (Cao et al.,
1998a). Es el unico método que mide la reaccion completa del antioxidante con la especie
reactiva, cuantificandolo con el area bajo la curva (AUC), y al emplear AAPH como
generador de la especia reactiva el ensayo ORAC mide la accion de todos los antioxidantes
no enzimaticos conocidos (acido ascorbico, bilirrubina, flaconas, glutation, metionina,
beta-caroteno, acido urico, etc.), ya sean hidrofilicos o lipofilicos (Cao et al., 1998b; Prior
et al., 2003). En general, el ensayo ORAC tiene una elevada especificidad y responde a

diversos antioxidantes
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El resto de métodos descritos aunque presentan buena respuesta in vitro, no mimetizan
bien la situacion in vivo, ya que la mayoria miden la captura directa de radicales libres y el

ORAC mide proteccion directa a una proteina.

Nuestro estudio se realiza en muestras de plasma, aunque son muchos los autores que
emplean en la determinacion de la capacidad antioxidante el suero (Cao et al, 1998,

1998a; Apak et al., 2005).

Se midié la actividad antioxidante en plasma y suero de un mismo voluntario,
obteniendo resultados muchos mas elevados en el plasma que el suero con valores de
14095 + 852.46 uM (cv % 6.04) y 9873 + 1132.98 uM (cv % 11.47) respectivamente. El
coeficiente de variacién (cv) estd por debajo del 15 % aceptado segin AOAC para

muestras biologicas (Huber., 1998).

Ghiselli y col. explican el descenso de AC (capacidad antioxidante) en el suero con
respecto al plasma, por un aumento durante la agregacion plaquetaria a temperatura
ambiente, de especies reactivas que pueden influir en la medida de la actividad
antioxidante (Ghiselli et al., 2000; Fernandez-Pachon et al., 2005). Aln asi, estos valores
pueden diferir en el plasma y en el suero, segun las condiciones especificas de cada sujeto

(ciertas patologias, fumador, etc.).

En el presente estudio, se puso a punto la técnica ORAC-FL buscando la dilucion
idonea en tampon fosfato de la muestra de plasma, que al reaccionar con la fluoresceina y
la especie reactiva, dé un descenso en la sefial fluorescente que se pueda cuantificar. Se
mide el AUC entre el blanco y la muestra a analizar y se emplea como solucién estandar el

Trolox en tampodn fosfato [Figura 1]:
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Figura 1: Descenso de fluorescencia del blanco (Tampon fosfato) y el trolox, en
presencia de AAPH y fluoresceina (1: 250 en tampon)

En la Tabla 2 se muestran los valores de la capacidad antioxidante plasmatica
determinada en los once voluntarios con el método ORAC, en condicion basal (t = 0) y tras

la ingesta de aceite de oliva virgen extra (50 mL/ dia) a los 15 dias (t =15 d):

Voluntarios ORAC puM (t=0) ORAC pM (t =15d)
Vi 5307.09 + 1095.57 9653.05 + 1930.01
V2 9903.49 + 894.99 13419.89 +984.73
V3 12309.27 £ 1166.49 17070.42 + 1053.36
V4 14095.67 + 852.46 17338.09 £ 521.16
VS 18308.46 £ 661.20 23387.73 £ 764.84
Ve 16150.10 +750.60 18025.57 £ 722.01
\ 12724.54 £ 1068.62 16331.94 + 953.60
\&: 14923.45 £ 621.26 19011.88 + 1025.56
\A 15723.96 + 813.92 16732.76 £ 1432.17
V10 16162.54 + 652.32 17192.74 £ 817.16
A\l 15118.64 £ 1544.30 17380.22 + 1359.87
Valor medio + S.D. 13702.41 +3588.96 16867.66 + 3366.35

Tabla 2: Valor ORAC plasmatico at= 0y a los 15dias de la ingesta de AOVE. El valor es la media y desviacion estandar (S.D.) de la
medida por triplicado de cada muestra.
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Los valores pueden variar de un individuo a otro debido a la variabilidad en los
procesos de absorcién y metabolismo, aunque el grupo sea lo mas homogéneo posible,

influyen los héabitos de vida y las caracteristicas fisicas de cada persona.

Se empleo en el estudio estadistico el test de la ¢ de student para muestras apareadas,
encontrando un aumento, estadisticamente significativo de la capacidad antioxidante tras la

ingesta de aceite (p < 0.001).

Los resultados muestran como la capacidad antioxidante total del plasma determinado
por el método ORAC, usando el area bajo la curva, se incrementa significativamente tras la
suplementacion en la dieta diaria de aceite de oliva virgen extra, lo que demuestra que

existe un efecto bioldgico in vivo por el consumo de aceite de oliva.
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Figura 2: Fluorescencia relativa de la FL en presencia de AAPH, para una muestra a tiempo cero y
tras ingerir aceite 15 dias (voluntario V8).

Es dificil comparar nuestros resultados con los de otros trabajos publicados, no existe
un criterio unanime sobre la cuantificacion de la capacidad antioxidante en plasma debido
a que existen distintos métodos, como el FRAP (ferric reducing trapping parameter)
(Serafini et al., 2003; Dragsted et al., 2004), TRAP (total radical trapping parameter),
ORAC (Cao et al., 1998b; Prior et al., 1999; Ghiselli et al., 2000a; Fernandez-Pachon et
al., 2005), TEAC (Miller et al., 1993; Fischer et al., 2005). Todos los métodos miden de
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forma global la capacidad antioxidante en el suero o en el plasma, por la dificultad de
medir cada compuesto antioxidante de forma individual y las posibles interacciones

existentes entre estos compuestos (Ghiselli et al 2000).

En la actualidad se cuestiona, si una dieta rica en compuestos antioxidantes, puede
incrementar la capacidad antioxidante global o modificar de forma individual la

concentracion de compuestos antioxidantes en el organismo humano.

La capacidad antioxidante plasmatica es un equilibrio complejo entre nuestras defensas
antioxidantes adquiridas y genéticas y los estimulos prooxidantes. Los factores que afectan
a este delicado equilibrio son multiples y es dificil que el consumo de un determinado
alimento rico en antioxidantes pueda producir un incremento muy evidente en la capacidad

antioxidante.

Por lo tanto, lo que confirmamos con nuestro estudio es que la ingesta de cantidades
adecuadas para una dieta equilibrada, de productos ricos en antioxidantes, como el aceite
de oliva objeto de nuestro estudio, produce un aumento moderado pero significativo en la
actividad antioxidante plasmatica. Este efecto se debe sumar a otras medidas que lleven a
una reduccion de nuestro estrés oxidativo y en definitiva, a una menor prevalencia de
muchas enfermedades de nuestro entorno, que tienen un origen importante en el estrés

oxidativo.

e Caracteristicas que influyen en el estudio in vivo de la AC

Debido a la inestabilidad de los antioxidantes en las muestras biologicas, especialmente
si estan expuestos al aire o a la luz a temperatura ambiente, hace que no pueda usarse por
igual, en la determinacion de la AC el suero y el plasma. Algunos autores, emplean el
plasma (Ghiselli et al., 2000; 2000a, Fernandez-Pachon et al., 2005, Fischer et al., 2005)
y otros el suero (Cao et al., 1998; 1998a; Woodford et al., 1998), no existiendo diferencias

en el valor obtenido en algunos casos, o encontrando valores més elevados en el suero que

en el plasma. Resultados estos tltimos un poco sorprendentes, ya que para la obtencion del
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suero se requiere un proceso de coagulacion a temperatura ambiente (22 °C) durante un
tiempo (30 min.). Ambos factores (tiempo y temperatura) pueden interferir con algunos
antioxidantes como el acido ascorbico y el glutation, que pueden influir en un descenso
del valor AC medido en el suero. Se emplea, por tanto, el plasma en la medida de la AC
por todos los motivos descritos anteriormente, y para evitar las especies reactivas
generadas en el proceso de la coagulacion, que también influyen negativamente en la
medida de la capacidad antioxidante. Se recomienda centrifugar el plasma bajo
temperatura de refrigeracion para evitar en lo maximo un estrés térmico en los

antioxidantes presentes (Ghiselli et al., 2000).

Es interesante considerar las condiciones de almacenamiento de las muestras de plasma

obtenidas. Se aconseja el andlisis inmediato de la AC una vez obtenido el plasma, para
evitar la pérdida o alteracion de ciertos componentes antioxidantes. Ghiselli y col.
estudiaron la estabilidad de las muestras plasmaticas almacenadas a — 80°C a diferentes
tiempos. Asi, el valor de la AC desciende levemente en las primeras 4 horas de
almacenamiento, seguido de un descenso brusco a los tres dias que se mantiene ya estable
en el tiempo. Por tanto, se aconseja determinar de forma inmediata la AC después de la
extraccion de la sangre y separacion del plasma, y si las condiciones no lo permiten

realizarlo en un plazo de 3 dias (Ghiselli et al., 2000).

Muchos son los trabajos de investigacion realizados en humanos para demostrar el
incremento de la actividad antioxidante en plasma y en suero tras la ingesta de alimentos
ricos en compuestos antioxidantes (vino, frutas, vegetales, etc.), existiendo en la mayoria

un incremento significativo en los valores de AC.

Fernandez-Pachén y col. evaluaron la modificacion en los valores plasmaticos de la
AC antes y después de ingerir 300 mL de vino (30, 55 y 120 min.). Emplearon como
métodos de medida, el ensayo ORAC con fluoresceina y ficoeritrina, y el ensayo FRAP
que mide la capacidad de reducir iones metalicos. En los tres ensayos obtuvieron

resultados similares, siendo estadisticamente significativos el incremento en la AC,
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alcanzandose el maximo valor a los 55 min tras la ingesta de vino (Ferndndez-Pachon et

al., 2005).

Una ingesta de espinacas, fresas y vino, alimentos ricos en compuestos fendlicos,
puede incrementar la capacidad antioxidante sérica y plasmatica en humanos. A estas
conclusiones llegd Cao y col. aplicando el ensayo ORAC, TEAC y FRAP (Cao et al,
1998a; 1998b).

Fito, estudid el efecto antioxidante del aceite de oliva en humanos. La influencia sobre
el estrés oxidativo postprandial y a las 24h de la ingestion de aceite de oliva virgen extra, y
el mismo efecto a corto y largo plazo. Concluyendo que el consumo regular de aceite de
dosis moderadas de aceite de oliva puede proporcionar proteccion sobre la oxidacion de la
LDL en relacion directa con el contenido fenolico presente en el aceite de oliva, y por tanto

un efecto beneficioso frente a riesgo cardiovascular (Fito, 2003, 2005).

Es importante considerar que un incremento en los niveles séricos y plasmaticos de la
capacidad antioxidante, no estd siempre relacionado con un efecto beneficioso. Asi,
personas con patologias renales cronicas pueden presentar una elevada capacidad
antioxidante total, debido a los altos niveles de acido urico en el suero, no estando
relacionado con el estrés oxidativo. Al igual que un descenso en la capacidad antioxidante
sérica o plasmatica, puede ir ligada a una disminucién importante de especies reactivas,

teniendo un efecto beneficioso (Prior et al., 1999).
En conclusion, en nuestro estudio, descartando estas situaciones especificas, se puede

decir que una suplementacion diaria de aceite de oliva virgen extra puede estar relacionada

directamente con un incremento en la capacidad antioxidante del plasma en humanos.
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IV. CONCLUSIONES

En los Aceites de Oliva Virgen Extra estudiados, se encuentra un contenido en
ceras y un valor insaponificable de acuerdo con los valores establecidos por la

legislacion para este tipo de aceites.

Los niveles de polifenoles determinados en estos aceites son elevados lo que nos

orienta sobre la variedad de aceituna utilizada, la Picual.

Se ha podido observar que existe una disminucion significativa en el contenido de
polifenoles al avanzar el grado de maduracion de la aceituna. De igual manera se
pone de manifiesto una disminucion de los niveles de los mismos al incrementar la

temperatura del proceso de extraccion del aceite.

Son aceites ricos en componentes antioxidantes, como el escualeno y -Caroteno.
Es importante considerar que el grado de maduracion, temperatura de extraccion y
condiciones de almacenamiento, pueden influir negativamente en la concentracion

de ambos componentes.

Se han puesto a punto diferentes métodos (ABTS, DPPH, ORAC y el del B-
caroteno) para la determinacion de la capacidad antioxidante in vifro de muestras
de aceite. Siendo el método ABTS el méas idoneo para el estudio de este tipo de

muestras, al presentar mejor correlacion con el indice de polifenoles totales.
La capacidad antioxidante del plasma humano determinada por el método ORAC

(al ser mas idoneo para este tipo de muestras), antes y después del consumo de

aceite, ha puesto de manifiesto un incremento de la misma de forma significativa
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después de la suplementacion de la dieta diaria con el aceite de oliva virgen extra

seleccionado.

7. Se demuestra en este estudio que existe un efecto bioldgico in vivo beneficioso tras

el consumo de aceite de oliva virgen extra rico en antioxidantes y de cuidada

elaboracion.
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