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El sector del aceite de oliva virgen ha ido ganando consumidores a nivel mundial. Hay varias
razones que justifican esta situacién, entre las que destacan el deseo de la poblacién por
consumir productos saludables y también que las mejoras tecnolégicas en las empresas
extractoras han permitido aumentar la calidad de los productos que se ofertan. El mercado del
aceite de oliva virgen comercializa mayoritariamente aceites de oliva virgen (AOV) y virgen
extra (AOVE) basicos, y los aceites de oliva virgen extra avalados por una denominacion de
origen (DOP). En los ultimos afios, la empresas espafnolas estan haciendo una gran labor con
estrategias muy distintas pero con una enorme proyeccion, siendo la diversificacion de la
oferta una de ellas. Entre las alternativas para conseguir diversificar la oferta de aceites de
oliva virgen destaca la elaboracién de aceites de produccién ecoldgica, la produccién de
aceites de frutos deshuesados, los aceites infusionados o aromatizados, la elaboraciéon de
aceites monovarietales de variedades reconocidas, asi como el uso de variedades que por

diferentes causas cayeron en desuso e incluso la recuperacién de aceites de olivos ancestrales.

En los ultimos afios existe una tendencia creciente en el consumo de alimentos procedentes de
la agricultura ecoldgica, también conocida como bioldgica u orgdnica. La agricultura ecoldgica
esta definida como el sistema de produccién que mantiene y mejora la salud de los suelos, los
ecosistemas y las personas; se basa fundamentalmente en los procesos ecoldgicos, la
biodiversidad y los ciclos adaptados a las condiciones locales, sin usar insumos que tengan
efectos adversos, y combina tradicion, innovacion y ciencia para favorecer el medio ambiente
y promover relaciones justas y una buena calidad de vida para todos los que participan en ella.
Algunas limitaciones de este tipo de cultivo son el uso de agua libre de contaminantes
quimicos, la fertilizacidon del suelo mediante el cultivo de leguminosas y el uso de estiércol en
lugar de fertilizantes sintéticos, el uso de aperos mecanicos en lugar de herbicidas sintéticos y

la prohibicién del uso de Organismos Modificados Genéticamente (OMG).

La agricultura ecolégica estd en expansioén, tal y como evidencian las cifras. En el mundo, la
superficie agricola dedicada al cultivo ecolégico ha aumentado en las dos ultimas décadas
hasta 35 millones de hectareas en 2008 (Willer, 2010a). En Espafia, la produccién agricola
ecoldgica también ha aumentado, alcanzando los 1.6 millones de hectareas en 2009, lo que la
sitia en la primera posicidn respecto a los paises de la Unidn Europea y sexto en el mundo
(Willer, 2010a, 2010b). Sin embargo, a pesar de ser un productor importante, mas del 70% de
los alimentos ecoldgicos espafioles se destinan al mercado exterior. En Espafia, menos de un
1% del gasto en alimentacidn es destinado a alimentos ecolégicos, un porcentaje mucho mas
bajo que en otros paises europeos. Un estudio reciente de Vega-Zamora et al. (2011) afirma
que los principales factores que limitan la adquisicién de productos ecoldgicos por parte de la
poblacién espafiola son su alto coste, su dificil accesibilidad y la falta de informacién sobre

ellos.
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Los expertos en mercados argumentan que este incremento en la adquisicién de alimentos

ecoldgicos se apoya principalmente en tres razones:

a) Sensibilizacién hacia el respeto por el medio ambiente: la agricultura cada vez posee una
menor superficie de cultivo y de menor calidad, debido basicamente a la accién del hombre y
la desertificacién. Por otra parte, los suelos son cada vez menos fértiles, lo que provoca
menores cosechas. Esto, sumado a que se espera que la poblacion mundial sea de 9 mil
millones de habitantes en 2030 (FAO, 2003; Smil, 2000), pone en una dificil situacion al
suministro de alimentos a toda la poblacion. Es por estas razones que la FAO ha realizado
varios llamamientos para fomentar la produccién de alimentos disminuyendo el impacto sobre
el medio ambiente (FAO 2002, 2003, 2004), utilizando los recursos naturales de una manera
Optima y promocionando el desarrollo local sostenible en la zona, con el objetivo de preservar

la biodiversidad de plantas y animales.

b) Preocupacion por la ingestion de productos quimicos sintéticos como los pesticidas o los
nitratos y de OMGs. Por ello, los alimentos procedentes de la agricultura ecoldgica son una
buena opcién para el consumidor, ya que tienen limitado el uso de productos quimicos y
prohibido el cultivo de OMGs.

c) Creencias populares: Entre los consumidores existe la percepcidén de que los alimentos

procedentes de la agricultura ecoldgica poseen una mayor calidad nutricional.

Es cierto que los productos de produccion ecolégica presentan ventajas indiscutibles frente a
los productos convencionales, como son el respeto al medio ambiente y la garantia de que los
residuos de tratamientos fitosanitarios en los alimentos que se ingieren sean minimos. Pero
podriamos preguntarnos si la calidad de los productos de la produccion ecolégica es mejor, o si
con dicha técnica de produccién se modifican los metabolismos de la planta hasta el punto de
que pueda repercutir en la composicidon y las propiedades sensoriales de los alimentos.
Probablemente, después de una exhaustiva revision bibliogrdfica no encontrariamos
resultados concluyentes. Con este trabajo se ha intentado avanzar en el conocimiento de los
aceites de oliva de produccion ecoldgica, intentando aportar evidencias cientificas que ayuden
a dar respuesta a las preguntas anteriores. Por ello se abordard desde un completo estudio
sobre el metabolismo de compuestos fendlicos en frutos de produccidon ecoldgica vy
convencional, hasta un andlisis de aceites ecoldgicos del mercado de la variedad Arbequina y
de otras variedades tradicionales hoy en casi desuso. Se completara con un estudio hecho con
aceites en planta piloto sobre los aceites procedentes de variedades en retroceso, tanto de

produccidn tradicional como de produccién ecoldgica.
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2.1. ELOLIVO

El origen del cultivo del olivo, Olea europaea L., se situa probablemente en la antigua
Mesopotamia, siendo los griegos y fenicios los responsables de su expansién por todos los
paises de la cuenca mediterranea, aunque en Espafia fueron los romanos quienes dieron
continuidad al cultivo y lo extendieron de una manera considerable a partir del siglo Il a.C.
Posteriormente, los drabes intensificaron y perfeccionaron su cultivo, que perduré a lo largo
de los siglos. En el siglo XV, con el descubrimiento de América, el cultivo del olivo pasé al

Nuevo Mundo, y hoy en dia, se encuentra extendido por todos los continentes.

El olivo pertenece a la familia botanica Oleaceae, que comprende una treintena de especies,
como el fresno, el aligustre, la forsitia o la lila. Existen dos tipos de Olea europaea L., el olivo
silvestre o acebuche y el olivo cultivado. El acebuche es un arbusto de ramas enmarafiadas y
espinosas, casi cuadrangulares, cuyos frutos son muy pequeiios, amargos y con poca cantidad
de aceite. Las variedades actuales de olivo proceden seguramente de este olivo silvestre, a
fuerza de poda, cuidados y seleccidn. El olivo cultivado, desde el punto de vista morfolégico, es
un arbol de tamafio mediano, de unos 4 a 8 metros de altura segun la variedad, de crecimiento
lento y de una longevidad extraordinaria. Es una especie de hoja perenne, pequeia y de
textura coridcea, con una estructura anatémica que la protege de la pérdida de agua. El tronco
es grueso y la corteza de color gris a verde grisaceo. La copa es redondeada, aunque mas o
menos lobulada; la ramificacidon natural tiende a producir una copa bastante densa, pero las
diferentes técnicas de poda lo aclaran y favorecen el incremento del vuelo y de la cobertura
superficial del arbol en detrimento a la altura, facilitando asi la penetracién de la energia del
sol, el crecimiento de las ramas mas jévenes y la recoleccién del fruto. Es un arbol polimérfico,
con fase juvenil, durante la cual tiene un mayor potencial para el enraizamiento, y fase adulta,

en la que se manifiesta su capacidad reproductiva.

El ciclo vegetativo del olivo muestra ciertas particularidades. Aunque el crecimiento de brotes
y el desarrollo de frutos son fendmenos ciclicos en el olivo que se repiten anualmente, el
crecimiento de los brotes se completa dentro del mismo afo, mientras que los procesos que
conducen a la fructificacion requieren dos estaciones consecutivas. En la primera, tiene lugar la
formacidén de las yemas y su induccion floral. Tras el reposo, en la segunda estacién, tienen

lugar la floracidn y el crecimiento y desarrollo de los frutos que concluye con la maduracion.

La floracién del olivo se produce en primavera y desde la aparicién de la primera flor a la
floraciéon completa pueden transcurrir de dos a tres semanas, en funcién de la variedad y las
condiciones topograficas y climdticas de cada zona. La polinizacién de las flores se efectla
mediante el viento o los insectos, y tras la fecundacidn, se produce el cuajado y se forma el

fruto.
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2.2. ELFRUTO

El fruto del olivo, llamado oliva o aceituna, es una drupa de forma elipsoidal a globosa, que
normalmente mide de 1 a 4 cm de longitud y de 0.6 a 2 cm de didmetro. Estad formada por tres
partes diferenciadas: endocarpo o hueso, mesocarpo o pulpa y exocarpo o piel. Estas tres
partes tienen su origen en la pared del ovario, mientras que la Unica semilla que contiene se

encuentra en el interior del endocarpo y es de origen embrionario.

El fruto empieza a desarrollarse después de la fecundacidn, siguiendo un modelo doble
sigmoidal que tradicionalmente se divide en tres fases. La fase | se caracteriza por la alta
actividad de divisién celular. El endocarpo alcanza practicamente su tamafio definitivo,
representando el 80% del volumen del fruto y hay un bajo desarrollo del mesocarpo. En la fase
Il, también llamada esclerificacion, el crecimiento se ralentiza manteniéndose el tamafio del
fruto constante y ocurre el endurecimiento del endocarpo previo al desarrollo de la semilla,
debido a la deposicion de una gruesa pared secundaria con un alto contenido en lignocelulosa.
Por ultimo, en la fase lll, se produce un rapido crecimiento del mesocarpo y exocarpo hasta la
madurez fisiolégica del fruto, debido en mayor parte al incremento del tamafio de las células
mas que a la multiplicacion celular. En esta fase ocurre la acumulacion de aceite y

paralelamente la maduracién del fruto.

El hueso de la oliva esta formado por lignocelulosa, con celulosa, hemicelulosa y lignina como
componentes mayoritarios (Heredia-Moreno et al., 1987). La celulosa es un polisacarido
constituido por una cadena lineal de B(1->4) D-glucosas, mientras que la hemicelulosa es un
heteropolimero con una cadena principal como la celulosa, pero con cadenas ramificadas
conteniendo otros azlcares como D-xilosas o D-galactosas. La lignina es un polimero complejo
formado principalmente por tres estructuras mas pequefas: alcohol p-cumarilico, alcohol
coniferilico y alcohol sinapilico. Estas estructuras, llamadas monolignoles, son derivadas del
acido cinamico por la ruta general de los fenilpropanoides (esta ruta se explica mds adelante
en el apartado 2.5.4.1.), en la cual ocurren reacciones de hidroxilacion/metilacién y
oxidacion/reduccion hasta la formacién de los alcoholes (Whetten y Sederoff, 1995). Los
monolignoles mas comunes en el polimero lignina son los alcoholes coniferilico y sinapilico,
que dan lugar a residuos guaiacilo (G) y siringilo (S) respectivamente; mientras el alcohol p-
cumarilico, que da lugar a residuos p-hidroxifenilos (H), no es un residuo muy comun en la
lignina. Los monolignoles son sintetizados en el citoplasma de la célula y transportados hacia la
pared celular a lignificar (Boerjan et al., 2003; Marjamaa et al., 2007). La formacion de los
monolignoles en el citoplasma implica la accion de enzimas glucosiltransferasas, que los
glicosilan como paso previo a su almacenamiento y transporte, lo que reduce su toxicidad y
reactividad. Estos monolignoles glicosilados son entonces transportados a la pared celular. Una
vez en la pared celular, una enzima pB-glucosidasa cataliza los monolignoles glucosilados a sus
formas agliconas (Lewis et al., 1998). Posteriormente, ocurre la polimerizacion de la lignina

mediante un mecanismo de unién oxidativa, donde los radicales de los monolignoles



ANTECEDENTES

reaccionan con radicales de la lignina. Sin embargo, existe controversia sobre si la glucosilacion
de los monolignoles se produce realmente para su transporte, disminuyendo asi su reactividad
y facilitando su llegada a la pared celular para la lignificacidn, o bien si se glicosilan para actuar
como sustancias de reserva. El caso es que esta glucosilacidn existe y se cree que la actividad
de la B-glucosidasa podria regular el almacenamiento de los monolignoles o su movilizacién

para la sintesis de lignina (Miao y Liu, 2010).

El tejido carnoso de la oliva estd formado por células parenquimaticas, que durante el
desarrollo del mesocarpo, experimentan un gran aumento en tamafo y simultdneamente, la
formacién de notables espacios intercelulares. El almacenamiento del aceite ocurre en las

vacuolas de estas células (King, 1938).

El exocarpo es la capa exterior mas fina del fruto. Este tejido estd compuesto por la epidermis
y su cuticula. La cuticula es fina en la época de floracion y polinizacién, cuando el ovario se
encuentra todavia protegido por los pétalos, pero rdpidamente se desarrolla para formar una
gruesa capa protectora. En la superficie de la piel se forma una sustancia cérea, que esta
compuesta principalmente de triglicéridos y triterpenos (mayoritariamente acido oleandlico)
(Bianchi et al., 1992).

2.3. EL ACEITE DE OLIVA

La definicion técnica del aceite de oliva virgen se publicé en el Reglamento CEE 136 de 1966
sobre la Organizacién Comun de Mercados (OCM) de las materias grasas, seguin la cual se
considera aceite de oliva virgen al obtenido del fruto del olivo Unicamente por procedimientos
mecanicos u otros medios fisicos, en condiciones, especialmente térmicas, que no ocasionen la
alteracion del aceite, y que no hayan sufrido tratamiento alguno distinto del lavado, la
decantacion, el centrifugado y el filtrado, con exclusién expresa de los aceites obtenidos con
disolventes, con procedimientos de reesterificaciéon o por cualquier mezcla de aceites de otra
naturaleza. En aquella redaccion de la OCM ya constaba la categorizacién comercial de aceites
de oliva y sus especificaciones, que a lo largo de los afios ha ido teniendo sucesivas

modificaciones.

El marco legal actual estda basado en el Reglamento de la Comisién de las Comunidades
Europeas n? 2568/1991 y sus correspondientes modificaciones, en las que se define las
actuales categorias de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva, asi como sus
métodos de andlisis. Estos métodos de analisis incluyen tanto determinaciones fisico-quimicas
como organolépticas, segln las cuales los aceites de oliva se clasificaran en: aceite de oliva
virgen extra, aceite de oliva virgen, aceite de oliva lampante, aceite de oliva refinado, aceite de
oliva, aceite de orujo de oliva bruto, aceite de orujo de oliva refinado y aceite de orujo de oliva.
Los aceites de las dos primeras categorias, el aceite de oliva virgen extra y el aceite de oliva

virgen, cuyas especificaciones se detallan en las Tablas 1 y 2, pueden ser destinados
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directamente al consumo. El aceite de oliva lampante no puede ser consumido tal y como se
produce, siendo necesaria un refinacion. El aceite de oliva refinado obtenido, cuyas
caracteristicas sensoriales son practicamente neutras al carecer de olor y sabor, sirve de base
para la preparacion de aceite de oliva, consistente en una mezcla de aceite refinado y aceite de
oliva virgen, que si puede ser comercializado. Ademas, la legislacién también recoge los
diferentes grados de calidad de aceites obtenidos a partir de un subproducto de la almazara, el
orujo. El orujo es el residuo sélido resultante del proceso de extraccion del aceite, pero que
todavia contiene gran parte de materia grasa. Este aceite de orujo de oliva bruto, que se extrae
mediante disolventes organicos a partir del orujo o por una segunda centrifugacién, necesita
ser refinado antes de su comercializacién ya que no es apto para el consumo, dando lugar al
aceite de orujo de oliva refinado. De la mezcla de aceite de orujo de oliva refinado con aceite

de oliva virgen, se obtiene el aceite de orujo de oliva, que es el que llega al consumidor.

Tabla 1. Limites legales de los parametros de calidad del aceite de oliva virgen (AQV) y aceite

de oliva virgen extra (AOVE).

PARAMETROS ESPECIFICACIONES
AOVE AOV
Acidez (%) <0.8 <2.0
indice de peréxidos (meq 0,/kg) <20 <20
K23z <2.50 <2.60
Ka70 <0.22 <0.25
Delta-K <0.01 <0.01
Evaluacién organoléptica: Mediana del defecto (Md) Md=0 Md<2.5
Evaluacién organoléptica: Mediana del atributo frutado (Mf) Mf>0 Mf>0

Tabla 2. Limites legales de los pardmetros de pureza del aceite de oliva (AOV y AOVE).

PARAMETROS ESPECIFICACIONES
Estigmastadieno (mg/kg) <0.10
Isémeros trans de acidos grasos (%) 1C18:1<0.05

t(C18:2+C18:3) <0.05

Esteres metilicos y etilicos de acidos grasos Y FAMEs + FAEEs < 75 mg/kg o
(limitado sélo para AOVE) 75 mg/kg < FAMEs + FAEEs < 150 mg/kg y
(FAEEs/FAMEs) <€ 1,5

Composicion de acidos grasos (en %)

Palmitico 7.5-20.0
Palmitoleico 0.3-3.5
Heptadecanoico <0.3
Heptadecenoico <0.3
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Estedrico 0.5-5
Oleico 55.0-83.0
Linoleico 3.5-21.0
Miristico <0.05
Linolénico <1.0
Araquidico <0.6
Eicosenoico <0.4
Behénico <0.2
Lignocérico <0.2
Diferencia ECN42 (HPLC) y ECN42 (calculo tedrico) <0.2
Composicion de esteroles
Colesterol (%) <0.5
Brasicasterol (%) <0.1
Campesterol (%) <4.0
Estigmasterol (%) < Campesterol
B-sitosterol (%) >93.0
6-7-estigmastenol (%) <0.5
Esteroles totales (mg/kg) > 1000
Eritrodiol + Uvaol (%) <45

2.3.1. COMPOSICION DEL ACEITE DE OLIVA

El aceite de oliva virgen esta constituido principalmente por una fraccién glicérida formada
principalmente por triglicéridos y por una pequeia proporcion de componentes minoritarios
de naturaleza heterogénea. En la Tabla 3 se enumeran las principales familias de componentes

del aceite.

Tabla 3. Familias de compuestos presentes en el aceite de oliva virgen.

Fraccidn glicérida y derivados (98%) Compuestos minoritarios (2%)
Triglicéridos Esteroles y terpenos
Monoglicéridos Alcoholes alifaticos
Diglicéridos Esteres no glicéridos
Fosfatidos Hidrocarburos
Acidos grasos libres Compuestos volatiles
Ceras

Tocoferoles
Pigmentos

Fenoles
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2.3.1.1. FRACCION GLICERIDA Y DERIVADOS

Una de las particularidades del aceite de oliva es su perfil de acidos grasos, con un alto
contenido en acido oleico (C18:1) (56-84%), y la presencia de los 4cidos linoleico (C18:2) (3-
21%) y linolénico (C18:3) (0.1-1.5%). Los restantes acidos grasos mas abundantes son él acido
palmitico (C16:0) (6-21%), el 4cido palmitoleico (C16:1) (0.3-3.5%) y el acido estearico (C18:0)
(0.3-5.3%). Los 4cidos linoleico y linolénico son acidos grasos esenciales que el organismo debe
adquirir de la dieta, aunque su presencia en los aceites vegetales los hace muy susceptibles de
ser oxidados. El aceite de oliva, rico en acido oleico, es mds resistente frente a la oxidacién que

otros aceites de semillas mas polinsaturados (Aparicio et al., 1999).

La mayor parte de estos acidos grasos del aceite de oliva estan esterificados a una molécula de
glicerol, formando los triacilglicéridos o triglicéridos, aunque también estan presentes en un
porcentaje minoritario formando parte de mono y diglicéridos, fosfatidos y acidos grasos libres.
Los diglicéridos (1-3%) y monoglicéridos (<0.25%) pueden formarse por biosintesis incompleta
de los triglicéridos o por hidrélisis quimica o enzimatica. Los dcidos grasos libres provienen de
los glicéridos por reacciones hidroliticas que tienen lugar en el fruto durante el proceso de

extraccion del aceite.

El aceite de oliva virgen recién producido puede contener cantidades pequefias de fosfolipidos,
entre 40 y 135 mg/kg, principalmente fosfatidilcolina, fosfatidietanolamina, fosfatidilinositol y
fosfatidilserina (Cert et al., 1994). El acido oleico es el acido graso predominante en la

estructura de los fosfolipidos, siendo el patrén de acidos grasos similar al de los triglicéridos.

Una de las caracteristicas que definen la composicidén grasa de los aceites de oliva virgen es la
composicion de los triglicéridos. Debido a una cuestién de configuracién espacial, en la
posicién central del glicerol siempre se encuentran acidos grasos con una o mas insaturaciones,
debido a que las moléculas que contienen instauraciones tienen una conformacion plana,
mientras la conformacién de las moléculas saturadas es tetraédrica. De las veinte especies de
triglicéridos identificadas, solo algunas estan en proporciones significativas en al aceite de oliva:
000 (43.5%), POO (18.4%), OOL (6.8%), POL (5.9%) y SOO (5.1%) (O: acido oleico, P: acido

palmitico, L: acido linoleico, S: acido estedrico) (Fedeli, 1977).

Varios estudios han demostrado que la composicién en dacidos grasos es muy variada y
depende de multiples factores, destacando factores agrondémicos como el estado de
maduracién de la oliva, la variedad o las condiciones agroclimaticas de la zona de produccién
(Aguilera et al., 2005; Beltran et al., 2004; Fiorino et al., 1996; Hermoso et al., 2001; Mousa et
al., 1996; Osman et al., 1994; Uceda et al., 2004).
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2.3.1.2. COMPUESTOS MINORITARIOS NO GLICERIDOS

Bajo la tradicional, aunque erréneamente, denominada fraccion insaponificable del aceite de
oliva, se engloba toda una serie de compuestos de tipologia muy diversa, entre los que se
encuentran esteroles, alcoholes alifaticos, esteres no-glicéridos, hidrocarburos, tocoferoles,
compuestos fendlicos, pigmentos (clorofilas y carotenoides), compuestos volatiles y ceras.
Estos compuestos, a pesar de su baja concentracion, entre el 0,5 % y el 1,5 %, tienen una gran

importancia desde el punto de vista del valor biolégico y de la conservacidn del aceite.

El principal hidrocarburo presente en el aceite de oliva es el escualeno, siendo el aceite vegetal
mas rico en este compuesto, que es uno de los compuestos principales de la fraccion

insaponificable (40-50%) y un precursor bioquimico de la sintesis de los esteroles.

En el aceite de oliva, dentro de la fraccidn de esteroles, destaca la presencia de -sitosterol,
compuesto que interfiere en la absorcién intestinal del colesterol. El analisis composicional de
la fraccién de los esteroles permite evaluar el grado de pureza del aceite y la ausencia de
mezclas con otros aceites vegetales. También permite clasificar entre aceite virgen, refinado y
de orujo. Otros esteroles presentes son el campesterol, estigmasterol, A 5-avenasterol y A 7-

avenasterol.

También han sido identificados alcoholes triterpénicos: el eritrodiol y el uvaol, que proceden
principalmente de la cuticula de los vegetales y que por tanto estdn presentes en mayor

concentracién en los aceites de orujo.

Los principales alcoholes alifaticos de cadena larga presentes en el aceite de oliva son el
dicosanol, el tetracosanol, el hexacosanol y el octacosanol, aunque también pueden

encontrarse trazas de alcoholes alifaticos con nimero impar de dtomos de carbono.

La mayor parte de los acidos grasos presentes en el aceite de oliva virgen se encuentran
esterificados con el glicerol, como ya se ha dicho, formando los triglicéridos. Sin embargo,
pequenas cantidades de éstos forman esteres con diferentes alcoholes como metanol, etanol y
otros alcoholes de cadena larga, asi como con esteroles como B-sitosterol, campesterol,
estigmasterol y alcoholes triterpénicos. Los esteres de metilo y etilo se estan utilizando
actualmente para la identificacion de aceites desodorizados en aceites de oliva
comercializados como virgen extra, por haberse demostrado que su concentracién podria

verse incrementada durante la refinacion.

Los compuestos volatiles son los principales responsables del aroma caracteristico de los
aceites de oliva y tienen un efecto muy importante en la determinacién de la calidad del
producto. De hecho, el aceite de oliva virgen es el alimento en el que la legislacién es mas
exigente en cuanto a los controles organolépticos que ha de superar. La fraccion aromatica

esta formada por compuestos de naturaleza quimica diversa como alcoholes, esteres, cetonas
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y aldehidos entre otros. Los compuestos responsables del aroma frutado del aceite se forman
a partir de los acidos grasos poliinsaturados linoleico y linolénico a través de una cascada de
reacciones llamada ruta de la lipooxigenasa (Olias et al., 1993). En el caso del aceite de oliva,
esta ruta se activa durante la molienda y el batido de la pasta. Asi, el aroma del aceite depende
en gran parte de los niveles de actividad de las enzimas que componen esta ruta, que depende
de la variedad (Luna et al., 2006; Ranalli et al., 2008), el estado de madurez del fruto (Aparicio

y Morales, 1998) y las condiciones de extraccion del aceite (Salas y Sanchez, 1999).

Las ceras son esteres de los dcidos grasos con alcoholes alifaticos de cadena larga, y se
localizan en la superficie del fruto y las hojas. Las ceras mas frecuentes en el aceite de oliva son
Ca0, C42, Cas ¥ Cy6. La medida del contenido en ceras del aceite se utiliza para detectar posibles
adulteraciones en aceites de oliva virgen con aceites obtenidos extraido de olivas o semillas

mediante el uso de disolventes organicos (Pérez-Camino et al., 2003).

Los tocoferoles son una familia de compuestos poliprenoides cuya estructura consta de un
sistema ciclico (llamado cromano) y una cadena poliprenoide saturada. Los distintos
tocoferoles se caracterizan segun los sustituyentes que aparecen en el anillo del cromano. Se
conocen ocho compuestos en la serie de tocoferoles derivados del 6-cromanol. Esta serie esta
formada por cuatro compuestos con una estructura tocol que tiene una cadena saturada
isoprenoide de Cy¢ y cuatro compuestos con una estructura tocotrienol que tiene tres enlaces
dobles en la cadena Cis. En el aceite de oliva, la forma méas abundante de tocoferol es a-
tocoferol, representando el 95% del total de tocoferoles. a-tocoferol es el principal homdlogo
de las formas de vitamina E presente en el aceite de oliva. El 5% restante lo constituyen las
formas B-, y- y 6-tocoferol (Figura 1). Estos compuestos contribuyen de forma importante a dar

estabilidad al aceite.

R1 R, R3 Compuesto
CH; CH; CH3 o - tocoferol
CH; H CH3 B - tocoferol

H CH; CH3 y - tocoferol

H H CH3 8 - tocoferol

Figura 1. Estructura de los tocoferoles.
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El contenido en tocoferol depende mucho de la variedad de la aceituna, la climatologia, los
factores ambientales y el estado de maduracién, asi como de los factores tecnoldgicos
(Gémez-Rico et al., 2009a; Lavelli et al., 2006; Lavelli y Bondesan, 2005; Salvador et al., 2003;
Sicari et al., 2010). En las ultimas dos décadas, han aumentado los trabajos de investigacion
relacionados con la presencia de a-tocoferol en aceites de oliva virgen en todo el mundo. En
términos generales, el contenido en a-tocoferol de los aceites varia entre 5 y 300 mg de a-
tocoferol/kg de aceite. No obstante, aceites de oliva de alta calidad analizados justo después
de su extraccidn, contienen entre 100 y 300 mg de a-tocoferol/kg de aceite, aunque se pueden
encontrar aceites de olivas de ciertas variedades con niveles mayores a 350 mg de a-
tocoferol/kg de aceite, siempre extraidos de olivas sanas y a escala de laboratorio (Kiritsakis et
al., 1998a; Salvador et al.,, 1998). En aceites comerciales, estos niveles son mdas bajos
(Psomiadou et al., 2000).

El color del aceite de oliva virgen se atribuye a la presencia de pigmentos fotosintéticos, que se
describirdn con mayor detalle mas adelante. Su intensidad estd relacionada principalmente
con aspectos varietales y con la madurez del fruto. El perfil pigmentario del aceite de oliva
virgen se ha propuesto como herramienta de trazabilidad de los aceites, dado que la presencia
de los productos de degradacion de los pigmentos del aceite recién extraido se relaciona con

tratamientos térmicos y/o oxidativos.

En las olivas se encuentran también sustancias de caracter fendlico, que pasan en una
pequefia proporcion al aceite durante el periodo de extraccién, principalmente durante la
molienda y el batido, quedando el resto en las aguas de vegetacion y los orujos. Los
compuestos fendlicos constituyen una fraccidn muy compleja, formada por mas de 8000
compuestos de muy diversa tipologia. El aceite de oliva es practicamente el Unico aceite
comestible que contiene cantidades notables de sustancias fendlicas naturales, ya que los
restantes tipos de aceites suelen perder estos compuestos durante el proceso de refinacion.
Los compuestos fendlicos que contiene el aceite son muy variados, desde fenoles simples,
acidos fendlicos, difenoles, hasta moléculas complejas de polifenoles. Forman parte de la
llamada fraccion polar del aceite de oliva, que se separa del aceite mediante una extraccién
con mezclas de metanol y agua. El contenido en polifenoles del aceite de oliva es muy variable,
segun estudios realizados por diversos autores suele variar entre 50 y 500 ppm (expresado en
acido cafeico), siendo menor cuando el aceite procede de frutos muy maduros o cuando esta

oxidado.

Dada la importancia de las familias de pigmentos y fenoles en este estudio, a continuacion se

presenta un analisis del conocimiento actual sobre ambas fracciones con mayor detalle.
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2.4. PIGMENTOS

Los pigmentos fotosintéticos son una serie de compuestos presentes en las plantas, que les
permiten la realizaciéon de la fotosintesis. La fotosintesis es la funcién por la que las plantas
verdes sintetizan carbohidratos a partir del agua y del CO,, mediante el uso de la energia
radiante de la luz solar, concretamente la parte del espectro que va desde el violeta (A=380nm)
al rojo (A=750nm).

La fotosintesis se realiza en los tilacoides, que son unas estructuras en forma de sacos apilados
gue se encuentran en el interior de los plastidios de las células. Los tilacoides estan formados
en un 50% de proteinas, un 38% de lipidos y un 12% de pigmentos cloroplasticos (10% de
clorofilas y 2% de carotenoides) (Minguez-Mosquera, 1997). Los pigmentos fotosintéticos se
clasifican en dos grandes grupos: clorofilas y carotenoides. Si los plastidios contienen
mayoritariamente clorofilas, se denominan cloroplastos; en cambio, si son los carotenoides los

pigmentos mayoritarios, se denominan cromoplastos.
2.4.1. PIGMENTOS CLOROFILICOS

Las clorofilas son los principales fotorreceptores de la fotosintesis, siendo su funcién la de
transformar la energia captada por los fotones en poder reductor. Son las responsables del

color verde de las plantas superiores.

La estructura de las clorofilas consiste en cuatro anillos pirrélicos (denominados del | al 1V),
uno de los cuales esta reducido (Figura 2). Estos cuatro anillos estan ligados en forma de anillo
tetrapirrol mediante sus cuatro dtomos de nitrégeno con un dtomo de Mg®* en el centro,
formando un complejo esencialmente planar muy estable. El anillo IV se encuentra
esterificado con un fitol, lo que confiere caracter hidrofdbico a la molécula. Unido al anillo IlI,
existe un quinto anillo, el V. La diferencia entre las clorofilas a y b estriba en que la a contiene
un grupo metilo en el C3, mientras que la clorofila b posee un grupo formilo (Minguez-
Mosquera, 1997).

12
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S CHs3
CHs3 CHs3 CHs3 CHs3
Compuesto Mg Fitol R
Clorofila a + + CHs
Clorofila b + + CHO
Clorofilida a + - CHs
Clorofilida b + - CHO
Feofitina a - + CHs
Feofitina b - + CHO
Feofdrbido a - - CHs;
Feoférbido b - - CHO

Figura 2. Estructura de la molécula de las clorofilas.

La ruta de biosintesis de las clorofilas empieza en la sintesis del 4cido 5-aminolevulinico (ALA) a
partir del acido glutdmico. Seguidamente, dos moléculas de ALA se condensan para formar por
deshidratacién una molécula de porfobilinégeno. La unién de cuatro moléculas de éste con la
pérdida de NH; (catalizada por porfobilinégeno desaminasa) dan el tetrapirrol. Un cambio en
la posicién de los sustituyentes y sucesivas descarboxilaciones y dehidrogenaciones llevan
hasta la protoporfirina IX, que compleja el catién Mg** formando la divinil protoclorofilida. Esta,
en dos hidrogenaciones sucesivas, forma la clorofilida a, que al ser esterificada con fitol da
lugar a clorofila a. La sustitucion del grupo metilo del carbono C; de la clorofila a por un grupo

formilo, mediada por una oxigenasa, lleva a la formacidn de la clorofila b (Figura 3).
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HoN
H
0] (0] (e} N
7> \
HO OH HoN OH HO
NH, (0]
9 N
ac. glutdmico 4c. 5-aminolevulinico (ALA) HO 0

porfobilinégeno

CH, $

= CHj
\CH2
CHjy
(0]
OH OH
divinil protoclorofilida protoporfirina IX

i

clorofila a ->>> clorofila b

Figura 3. Ruta de formacidn de los pigmentos clorofilicos.

2.4.1.1. FORMACION DE LOS DERIVADOS CLOROFiLICOS

En su ambiente natural, en el cloroplasto de las olivas, las clorofilas son bastante estables. Sin
embargo, cuando se produce una pérdida de las condiciones fisiolégicas (por ejemplo, con la
ruptura de las células y la liberacidén de acidos durante la molienda y el batido en la extraccién
de aceite), las clorofilas pueden cambiar su configuracién, como se puede observar en la Figura
4. En este caso, debido al medio acido, el atomo central de Mg2+ es sustituido por un ién
hidrégeno, dando lugar a las feofitinas. Por una parte, si estas feofitinas sufren un
calentamiento prolongado, se transforman en pirofeofitinas. En cambio, si sufren la acciéon de

la enzima clorofilasa, pierden el grupo fitol y se transforman en feoférbido a.

14
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Cuando las clorofilas sufren la accién de la enzima clorofilasa, se transforman en clorofilidas. Si
estas clorofilidas se encuentran en un medio &cido, se produce la sustitucién del ién Mg**
central por un i6n hidrégeno formandose los feoférbidos (Minguez-Mosquera, 1997). Si las

pirofeofitinas, feofitinas y clorofilidas son oxidadas, aparecen las clorinas, rodinas y purpurinas.

2+ Fitol

Mg

+

H

CLOROFILASay b
(verde azulado y
verde amarillento)

FEOFITINASayb

Clorofilasa

CLOROFiLIDAS ay b

(pardoy (verde azulado y

verde oliva) verde amarillento)
Clorofilasa
Fitol FEOFORBIDOS ay b
(pardoy
verde oliva)
L Oxidacion
PIROFEOFITINASay b Oxidacidn y

(pardo y apertura del anillo

verde oliva) isociclico Cg-Cm

m CLORINAS Y RODINAS

PURPURINAS ay b

Figura 4. Esquema de degradacidn de la molécula de clorofila.

2.4.2. PIGMENTOS CAROTENOIDES

La funcion principal de los carotenoides es servir de captadores de energia luminica, que luego
transfieren a las clorofilas que se encargan de translucirla en el proceso fotosintético

(Minguez-Mosquera, 1997).

Los carotenoides son los responsables de la mayoria de colores amarillos, anaranjados y rojos
de frutos y hortalizas. Quimicamente, se clasifican como terpenoides. Su estructura basica se
compone de 40 carbonos, formando ocho unidades de isopreno, de tal forma que la unién de
cada unidad se invierte en el centro de la molécula. Como resultado de ello, los dos grupos
metilo centrales de la cadena de polieno estdn separados por seis atomos de carbono,
mientras que el resto lo estdn por cinco. Este esqueleto basico puede modificarse por
hidrogenaciéon, deshidrogenacién, ciclacién, migracién del doble enlace, acortamiento o
extension de la cadena, reordenacién, isomerizacién, introduccién de funciones oxigenadas o
por combinaciones de estos procesos, dando como resultado una gran diversidad de

estructuras (Criado, 2005).
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Los pigmentos carotenoides pueden dividirse en dos grandes grupos: los carotenos (formados
por Cy H) y las xantofilas (formadas por C, H y O) (Minguez-Mosquera, 1997). Los carotenos
presentes en el aceite de oliva son B-caroteno y a-caroteno, mientras que algunas xantofilas

son luteina, B-criptoxanteno, violaxanteno, neoxanteno, anteraxanteno, luteoxanteno vy

mutatoxanteno (Figura 5).

B-caroteno

a-caroteno

luteina

B-criptoxanteno

violaxanteno

neoxanteno

anteraxanteno

luteoxanteno

mutatoxanteno

Figura 5. Estructura quimica de los principales pigmentos carotenoides del aceite de oliva.

Algunos carotenoides presentan actividad de provitamina A (Isler, 1971; Simpson 1983). Sin
embargo, de los carotenoides naturales, solo un 10% poseen esta actividad, entre ellos el B-
caroteno, a-caroteno, y-caroteno y B-criptoxanteno. El B-caroteno es el que presenta una
mayor actividad de provitamina A, pues su molécula se escinde por la mitad dando lugar a dos

moléculas de retinol. Los demas carotenoides nombrados, tienen menor rendimiento como
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provitamina A por contener en su molécula sélo un anillo de B-ionona, necesario para que su

escision rinda vitamina A (Minguez-Mosquera, 1997).

La biosintesis de los carotenoides (Figura 6) comienza a partir del acido mevaldnico, que
sucesivamente es fosforilado y posteriormente descarboxilado dando lugar al
isopentenilpirofosfato  (IPP) que es isomerizado a dimetilalilpirofosfato (DAPP).
Condensaciones de moléculas de IPP y DAPP llevan a la formacion del geranil-geranil
pirofosfato (GGPP). La condensacion de dos moléculas de GGPP, que inicia la via especifica de
biosintesis de carotenoides, da lugar a la formaciéon de la molécula fitoeno, que con su
desaturacién, se forma el licopeno. Se puede considerar que la mayor parte de carotenoides
son derivados del licopeno, ya sea por hidroxilacidn, ciclacién u oxidacién, o bien por

combinacion de estas reacciones.

OH (0] OH (0]
(@]
HO OH HO—P—O OH
CHg | CHj
OH
4c. mevaldnico ac. 5-fosfomevalénico
CH CH
P es 8 7 L
Ho—||=—o—||=—o CH, HO—Il’—O—Il’—O Z e,
OH OH OH OH
isopentenilpirofosfato (IPP) dimetilalilpirofosfato (DAPP)
CH CH CH CH
ﬁ ﬁ 3 3 3 3
Ho—F|>—o—||D—o = = = Z CH,
OH OH
geranil-geranil pirofosfato (GGPP)
\L(XZ)
CH, CH, CH, CH,
CH
HyC NN AN N N AN A AN AN AN 3
fitoeno  CH3 CH, CH, CH,
CHj CHj CHj CHj
CH
HaC N N e Y Y YN A e\ X 3
CHjy CHjy CHgy CHjy
/ licopeno \
6 — caroteno Y — caroteno
v
a - caroteno B - caroteno
M
luteina B - criptoxanteno
\4
zeaxanteno
\4
anteraxanteno
A4
violaxanteno
\%
neoxanteno

Figura 6. Ruta de formacién de los pigmentos carotenoides.
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2.4.3. PIGMENTOS EN EL FRUTO Y EN EL ACEITE DE OLIVA

La composicion y contenido en pigmentos de la oliva seran los que después seran transferidos
al aceite determinando su color. El color del aceite ha sido excluido de la categorizacion
comercial; sin embargo, el color es uno de los atributos bdsicos que tiene en cuenta el

consumidor a la hora de seleccionar un aceite.

La oliva contiene de forma natural clorofilas, carotenos, xantofilas y antocianinas, que son los
pigmentos responsables de su color, cambiando sus concentraciones a lo largo de la
maduracién. En cambio, el aceite extraido no contiene toda la cantidad de pigmentos que
contenia el fruto, debido a que estos se reparten entre la fase sélida y la fase liquida durante la
extraccién del aceite. Los compuestos antocidanicos no se transfieren al aceite debido a su
naturaleza lip6foba. Ademas, durante el batido de la pasta, las membranas lipoproteicas que
envuelven las gotas de aceite en las células se rompen y se vuelven a formar continuamente,
provocando la formacion de diminutas gotas de aceite que se emulsionan con el agua de una
forma estable, lo que hace imposible su recuperacién mediante procedimientos mecanicos.
Esta emulsiéon, y los pigmentos contenidos en ella, es arrastrada con los subproductos del

proceso (Ranalli et al., 2003).

En el aceite se encuentran compuestos derivados de los pigmentos contenidos en el fruto.
Aunque los pigmentos en la oliva son bastante estables, cuando se extrae el aceite, durante la
molienda y el batido de la pasta, se rompen las paredes celulares, exponiendo el contenido
celular a las enzimas, oxigenacién y calor. En consecuencia, ocurren procesos quimicos y
enzimaticos que cambian el perfil pigmentario de la oliva. Las clorofilas que contenia el fruto
se transforman en feofitinas, debido a la sustitucion del idn Mg”* que une los anillos pirrélicos
de la estructura de la clorofila por H'. Esta reaccién ocurre por la acidificaciéon del medio y
visualmente es muy llamativa, ya que afecta directamente al grupo cromadforo de la clorofila, y
el color de la pasta de olivas cambia de verde claro a pardo durante el proceso de batido. Por
tanto, las feofitinas del aceite son el componente mayoritario de la fraccion clorofilica en la
mayoria de aceites (Gandul-Rojas y Minguez-Mosquera, 1996a), aunque hay estudios en los
que los aceites retienen gran parte de las clorofilas en su forma nativa (Criado et al., 2007a;
Criado et al.,, 2008). Si en el aceite recién extraido quedan clorofilas, éstas pueden
transformarse en feofitinas durante el almacenamiento del aceite (Criado et al., 2008;
Gallardo-Guerrero et al., 2005). En algunos aceites se han detectado derivados clorofilicos
oxidados en el C13 (hidroxifeofitinas y lactonafeofitinas), cuya presencia puede ser debida a
dos causas: a la actividad de las enzimas oxidativas del fruto como clorofilasa (Roca y Minguez-
Mosquera, 2003a) o a las condiciones propias del proceso de obtencion del aceite. En aceites
procedentes de frutos con alta actividad clorofilasa, como los de la variedad Arbequina, se
pueden encontrar también clorofilidas y feofdrbidos (Gandul-Rojas y Minguez-Mosquera,
1996b; Roca et al., 2007). Estos compuestos son producto de la desesterificacion del fitol en las

moléculas de clorofila y de feofitina, respectivamente (Roca y Minguez-Mosquera, 2001a).
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2.5. COMPUESTOS FENOLICOS

Por definicion, los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios derivados de la ruta del
acido shikimico y del metabolismo de los fenilpropanoides (Obied et al., 2008), que poseen en
su estructura un grupo aromatico con uno o mas grupos —OH (Shahidi y Naczk, 2004). Como
metabolitos secundarios no son esenciales para el crecimiento, desarrollo o reproduccién de la
planta, pero que juegan un papel importante en la relacidn entre la planta y su entorno. Los
fenoles son sintetizados como respuesta de la planta a estrés bidtico o abidtico y se le

atribuyen un gran ndmero de funciones:

1. Proteccién contra los rayos ultravioleta: las plantas sintetizan fenoles para protegerse
de la radiacidn ultravioleta-B (UV-B) (280-320nm), que provoca la alteracion del
metabolismo de la planta mediante la generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Los compuestos fendlicos actian como una pantalla en la capa de células
epidérmicas y ajustando los sistemas antioxidantes, tanto a nivel celular como de
organismo (Carletti et al., 2003; Winkel-Shirley, 2002).

2. Sefiales quimicas entre plantas y microorganismos: la presencia y concentracién de
compuestos fenodlicos puede ser determinante en la competencia entre plantas, o
entre plantas y microorganismos. La infeccién por parte de hongos micorrizicos, la
absorcién de nutrientes y el crecimiento de las plantas pueden verse afectados por
compuestos fendlicos especificos liberados por los competidores (Hattenschwiler y
Vitousek, 2000).

3. Atrayentes de animales polinizadores y/o diseminadores de semillas: algunos
compuestos fendlicos, como antocianinas, calconas o flavonas, actian como
pigmentos en flores y frutos, lo que sirve como seial visual para los animales, que

posteriormente dispersan el polen o la semilla de la planta.

4. Proteccién contra patdgenos microbianos: altas concentraciones de compuestos
fendlicos se asocian habitualmente a una alta resistencia de la planta a patdgenos
fungicos, bacterioldgicos y virales (Lorenc-Kukula et al., 2005; Nicholson vy
Hammerschmidt, 1992).

5. Proteccidén contra herbivoros (insectos o vertebrados): la biosintesis de compuestos
fendlicos sirve para reducir o destruir el sabor agradable de la planta (Castellanos y
Espinosa-Garcia, 1997; Ehrlich y Raven, 1964; Thorsteinson, 1960; Zagrobelny et al.,

2004), lo que disuade a muchos insectos y herbivoros de comérsela.
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2.5.1. CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La clasificacidon de los compuestos fendlicos no es facil. De entre todas las familias de fenoles,
el grupo de los flavonoides es el mds abundante en la naturaleza, por lo que en algunas
ocasiones se clasifican como flavonoides y no flavonoides (Crozier et al., 2009). Segun
Harborne (1989), los compuestos fendlicos se pueden clasificar en base a su estructura, tal y

como se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Familias de compuestos fendlicos.

Numero de Estructura Clasificacion

atomos de

carbono
6 Cs Fenoles simples; Benzoquinonas
7 Ce—C,; Acidos benzoicos
8 Cs—GC, Acidos fenilacéticos; Acetofenonas
9 Cs—C3 Acidos hidroxicindmicos; Polipropenos; Cumarinas
10 Cs—C, Naftoquinonas
13 Ce—Ci—Ce Xantonas
14 Cs—C,—Cq Estilbenos; Antraquinonas
15 Cs—C3—Cq Flavonoides; Isoflavonoides
18 (Cs— C3)2 Lignanos; Neolignanos
30 (Cs— C3—Ce), Biflavonoides
n (Cé)n Catecolmelaminas
(Cs—Ca)n Ligninas
(Ce— C3—Ce)n Taninos condensados

2.5.2. LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN LOS ALIMENTOS

Los compuestos fendlicos estan presentes en los alimentos habituales de la dieta humana, y a
pesar de su baja concentracidn, se consideran componentes importantes tanto desde el punto
de vista organoléptico como nutricional. Estos compuestos son los principales causantes del
sabor amargo vy la astringencia, propiedades sensoriales tan apreciadas en alimentos como el
vino, la cerveza, etc. Ademas, las antocianidinas, un grupo de compuestos clasificados como
flavonoides, estan relacionadas con la pigmentacién de los alimentos y su coloracidn en tonos

rojo, azul, violeta, naranja y purpura (Belitz y Grosch, 1988).

Desde el punto de vista nutricional, en los Ultimos afios, los compuestos fendlicos han sido
centro de muchos estudios por parte de la comunidad cientifica debido al gran nimero de
actividades bioldgicas que se les ha atribuido. Los compuestos fendlicos, a bajas

concentraciones, funcionan como antioxidantes. Esta propiedad es beneficiosa tanto para el
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alimento en si como en el organismo después de haberlo ingerido, ya que en ambos casos
evitan la oxidacidn de otros componentes importantes del alimento o de las células del cuerpo
humano. Esta actividad antioxidante estd relacionada con el efecto que se le atribuye a los
fenoles como antiarterioesclerdticos, cardioprotectores, neuroprotectores, antiinflamatorios,
antimutagénicos, anticarcinogénicos, moduladores hormonales, protectores endoteliales,
protectores del sistema inmunoldgico, antialergénicos y antidiabéticos (Cicerale et al., 2010;
Han et al., 2007). La funcién bioldgica de los fenoles es hoy dia un tema de debate, dado que
se estan conociendo con mayor detalle los metabolitos y se esta investigando la causa de por
qué dichos metabolitos pueden provocar beneficios para la salud. Algunos metabolitos de los
fenoles son moléculas con escasa o nula actividad antioxidante, sin embargo podrian

desempenar alguna otra funcién bioldgica que explicaria los beneficios mostrados.
2.5.3. COMPUESTOS FENOLICOS EN EL FRUTO Y EN EL ACEITE DE OLIVA

El fruto del olivo, como otras plantas oleaceas, se caracteriza por su alto contenido en un tipo
de compuestos fendlicos llamados secoiridoides. Los iridoides son compuestos muy
abundantes en oleaceas y otras plantas (Kumarasamy et al., 2003; Rodriguez et al., 1995;
Rodriguez et al., 1998; Vishwakarma et al., 2004), y deben su nombre a que fueron detectados
por primera vez en unas hormigas pertenecientes al género Iridomirmex. Los secoiridoides son
un grupo de monoterpenos biciclicos (Cyp) que derivan de los iridoides por apertura del anillo
aromatico a partir de diversas reacciones enzimaticas y oxidativas (Dinda et al., 2007). Ademas,
el aceite contiene acidos fendlicos, alcoholes fenilicos, flavonoides y lignanos. Mientras que la
pulpa de la oliva contiene elevadas concentraciones de compuestos fendlicos (2-5 g/100g
pulpa), los aceites obtenidos contienen valores mucho menores, debido a que los fenoles son

polares y tienden a perderse con la fase acuosa durante su extraccion (Artajo, 2006).

En el fruto, la mayoria de los compuestos fendlicos estan glicosilados, con una o mas moléculas
de azucar. Los compuestos secoiridoides principales en el fruto del olivo son oleuropeina y
ligustrésido, que son formas glucosiladas de esteres del acido elendlico con 2-(3,4-
dihidroxifenil) etanol (hidroxitirosol) y 2-(4-hidroxifenil)etanol (tirosol), respectivamente
(Soler-Rivas et al., 2000). Otro compuesto secoiridoide presente en la oliva es la
demetiloleuropeina (Gémez-Rico et al., 2008; Ragazzi et al., 1973), que corresponde a la forma
acida de oleuropeina. Aunque la mayoria de compuestos fendlicos contenidos en el fruto del
olivo se encuentran en la pulpa, algunos compuestos como la nuzhenida, la nuzhenida
oledsido o el salidrésido han sido identificados en la parte del hueso de la oliva (Maestro-
Duran et al., 1994; Servili et al., 2007a; Silva et al., 2010). Otros compuestos de caracter
fendlico identificados en el fruto son el verbascdsido y flavonoides glicosilados como luteolina-
7-glucdsido, apigenina-7-glucdsido, quercetina-3-ramndsido y quercetina-3-rutindsido (Romani
et al., 1999; Vlahov, 1992).
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El perfil cualitativo de los compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva no coincide con
el del fruto, debido a que la ruptura de las células del fruto en la extraccidon conlleva la
acidificacién del medio y el inicio de actividad de varias enzimas, como la polifenoloxidasa
(POX), peroxidasa (POD) y otras enzimas hidroliticas, lo que implica reacciones de oxidacién y
de fraccionamiento de moléculas que cambian la composicién fendlica (Sciancalepore, 1985;
Servili et al., 1996). Por otra parte, no todos los fenoles del fruto se transfieren al aceite en
igual medida durante la extraccién, sino que debido a su polaridad el reparto entre alperujo y

aceite presenta notables diferencias entre compuestos.

Asi, los compuestos mas importantes del aceite de oliva son la oleuropeina aglicona (3,4-
DHPEA-EA), el ligustrdsido aglicona (p-HPEA-EA), la forma dialdehidica del acido elendlico
unido al hidroxitirosol (3,4-DHPEA-EDA), la forma dialdehidica del acido elendlico unido al

tirosol (p-HPEA-EDA), el hidroxitirosol (3,4-DHPEA) y el tirosol (p-HPEA) (Figura 7).
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Figura 7. Principales compuestos fendlicos del aceite de oliva.

Tanto en el fruto como en el aceite, se encuentran algunos fenoles simples en concentraciones

mucho menores, como el acido p-cumarico o el acido clorogénico.

Uno de los compuestos fendlicos del aceite de oliva cuyo estudio ha generado un mayor
interés ha sido el hidroxitirosol. Varios estudios han confirmado que este compuesto inhibe la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Covas et al., 2006; Soler Cantero, 2009;

Visioli y Galli, 1994), asi como su efecto protector frente a la muerte celular de las células
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endoteliales (Soler Cantero, 2009). Gran parte de los derivados secoiridoides presentes en el
aceite de oliva, son transformados a tirosol e hidroxitirosol durante la digestion. Estos
compuestos son absorbidos en el intestino y sus metabolitos son posteriormente detectados
en el plasma sanguineo (Rubié et al., 2012; Soler Cantero, 2009). Otro de los compuestos mas
estudiados en los Ultimos anos ha sido la forma dialdehidica del acido elendlico unida al tirosol,
abreviado habitualmente como p-HPEA-EDA y también conocido como oleocantal, ya que se
ha observado que tiene una actividad antiinflamatoria que lo hace muy similar al ibuprofeno
(Beauchamp et al., 2005). Sin embargo, aunque se han hecho algunos estudios del efecto de
los compuestos por separado, es mas razonable pensar que son posibles acciones sinérgicas
entre algunos compuestos las que provienen al aceite de sus efectos beneficiosos (Covas,
2007).

Los flavonoides constituyen otra de las familias importantes en oliva y aceite de oliva. Se trata
de la familia mas numerosa de compuestos fendlicos cuya estructura basica esta constituida
por 2 anillos bencénicos (anillos A y B) conectados mediante un anillo heterociclico, piran o
pirona si tiene un doble enlace en la posicion 4 (anillo C) (Figura 8). Se clasifican en flavonoles,
flavonas, flavanoles, antocianidinas, flavanonas e isoflavonas. Por lo general, los flavonoides
no aparecen en forma libre en las plantas, sino que suelen estar ligados a azlcares o incluso a
algunos acidos. Los flavonoides son muy comunes en las frutas y verduras destacando su
elevada concentracién en la cebolla, el brécoli, el puerro y los arandanos. También son
especialmente abundantes en el té y en el vino tinto (hasta 45 mg flavonoides/L de vino tinto).
Las olivas maduras contienen antocianidinas, que no estan presentes en el aceite por su

insolubilidad.

También han sido identificados en el aceite y la oliva algunos lignanos, compuestos formados
por 2 unidades fenilpropanoides unidas mediante puentes de hidrogeno (Figura 9). Son
mondmeros y dimeros del dcido hidroxicinamico y del alcohol cindamico (Chesson et al., 1997).
Las principales fuentes de estos compuestos son los cereales asi como plantas oleaginosas
como el lino y el sésamo apareciendo en valores de trazas en vegetales y leguminosas. Los
lignanos son compuestos que son metabolizados a enterodiol y enterolactona en el organismo
debido a la actuacion de la microflora intestinal. Estos compuestos aparecen posteriormente
en el plasma y en la orina lo que demuestra su biodisponibilidad en el organismo (Heinonen et
al.,, 2001). Los lignanos presentes en la oliva y en el aceite son el pinoresinol y el

acetoxipinoresinol (Brenes et al., 2000).
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Figura 8. Estructura quimica basica de los flavonoides y sus principales subgrupos.

HO OH

Figura 9. Estructura quimica basica de los lignanos.

2.5.4. RUTAS DE BIOSINTESIS DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN OLEACEAS

Las rutas biosintéticas de formacién de los compuestos fendlicos se inicia con la ruta del dcido
shikimico, que toma como precursores el fosfoenolpiruvato procedente de la glicdlisis y la
eritrosa-4-fosfato procedente del ciclo de las pentosas y da como resultado la fenilalanina. Esta
fenilalanina entra en la ruta de los fenilpropanoides, dando lugar a una gran cantidad de
compuestos fendlicos como cumarinas, flavonoides, lignanos, acidos benzoicos y derivados
hidroxicinamicos. Sin embargo, es necesaria la accidon de otra ruta, la del dcido mevaldnico,
para que partiendo del acido deoxiloganico e incorporando los derivados hidroxicinamicos, se

formen los compuestos secoiridoides (Figura 10).
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Figura 10. Rutas biosintéticas implicadas en la formacion de los compuestos fendlicos.

2.5.4.1. RUTA DE LOS FENILPROPANOIDES

En la Figura 11 se muestra en detalle la ruta de los fenilpropanoides, que ha sido bien
documentada en algunos estudios (Dixon et al., 2002; La Camera et al., 2004; Noel et al., 2005).
En la ruta, tres actuaciones enzimaticas transforman la fenilalanina en el tioester p-cumaril-
CoA, a partir del cual se desencadenan dos rutas de biosintesis de compuestos, monolignoles y
flavonoides. Con la pérdida del grupo amino de la fenilalanina por accién de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL), se forma el acido cinamico, la estructura bdsica de los
fenilpropanoides. La enzima cinamato-4-hidroxilasa (C4H) cataliza la introduccién de un grupo
hidroxilo en la posicién para del anillo aromatico del acido cinamico, produciendo acido p-
cumarico. El grupo carboxilo del dcido p-cumarico es entonces activado con la formacion de un
enlace tioester con CoA, un proceso catalizado por la enzima p-cumaril:CoA ligasa (4CL). A
partir del 4cido p-cumaril-CoA, se forman dos tipos de compuestos: los monolignoles (Ruta A) y

los flavonoides (Ruta B).
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Figura 11. Ruta de biosintesis de los fenilpropanoides

A partir del compuesto acido p-cumaril-CoA se sintetizan los monolignoles (Figura 12), que son
los componentes de la lignina y precursores de los lignanos. Brevemente, los mondmeros de la
lignina son derivados del alcohol p-cumarilico, al alcohol coniferilico y del alcohol sinapilico. A
partir de la molécula de p-cumaril-CoA, se desarrolla una ruta compleja con multitud de
compuestos. El resultado es la sintesis de los tres monolignoles, los alcoholes sinapilico,
coniferilico y p-cumarilico. Estos derivan de los esteres del 4cido sinapico, del acido ferulico y
del acido p-cumarico con CoA (formados con la ayuda de la enzima 4-cumarato:CoA ligasa
(4CL)), que son reducidos en dos pasos catalizados por las enzimas cinamil-CoA reductasa (CCR)
y cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD). Para la metoxilacién del acido p-cumdrico a los acidos
ferdlico y sinapico, se requiere una secuencia de reacciones de las enzimas acido cafeico O-

metiltransferasa (COMT) y acido ferulico 5-hidroxilasa (F5H).

La biosintesis de lignanos empieza con la unién de dos moléculas de alcohol coniferilico,
formandose el pinoresinol. Este compuesto es la estructura basica a partir de la cual se forman
el resto de lignanos, que se caracterizan por ser moléculas formadas por la unién de dos

unidades C¢C; mediante un enlace 8-8'.
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A partir de la misma ruta de los fenilpropanoides, se forman los flavonoides (Figura 13). Los
flavonoides son derivados de la calcona, que es sintetizada por la enzima calcona sintasa (CHS)
a partir de una molécula de p-cumaril-CoA con tres moléculas de malonil-CoA. Después de la
accién de la CHS, un conjunto de isomerasas, reductasas, hidroxilasas, glicosiltransferasas y
aciltransferasas actian sobre la estructura basica de los flavonoides, la calcona, dando lugar a

la gran variedad de flavonoides existentes.
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Figura 13. Biosintesis de los fenilpropanoides: biosintesis de los flavonoides (Ruta B).
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2.5.4.2. RUTA DEL ACIDO MEVALONICO

Mientras los acidos fendlicos, los fenoles simples, flavonoides, lignanos, etc. se encuentran en
muchos vegetales pertenecientes a diferentes familias botdnicas, los secoiridoides son

compuestos propios de la familia Oleaceae.

La biosintesis de la oleuropeina y el ligustrdsido, los compuestos secoiridoides mayoritarios en
la oliva, es compleja y aun no dilucidada completamente (Ryan et al.,, 2002b). El uso de
precursores radiomarcados en los estudios metabdlicos no es del todo adecuado por sus
impredecibles ratios de incorporacién, pero continia siendo uno de los métodos mas
utilizados para la elucidacién de rutas bioquimicas y funciones metabdlicas en plantas y frutos.
Asi, estudios llevados a cabo por Inouye et al. (1971, 1974), en los que intentaron establecer el
papel de compuestos como el acido deoxiloganico o la loganina en la formacién de
compuestos secoiridoides mediante este método, fueron rebatidos posteriormente por
Damtoft et al. (1993), debido al bajo porcentaje de incorporacion del marcador. Los
experimentos en rutas de biosintesis en O. europea L. estan influenciados por el hecho que
esta especie posee una baja tasa de absorcidon de agua en hidroponia y la presencia de los
secoiridoides, lo que causa una gran dispersion del radiomarcador incorporado (Damtoft et al.,
1993). Esta es la razén por la que estos autores utilizaron en sus estudios posteriores otras

oledceas seleccionadas por sus aceptables niveles de absorcion de agua (Damtoft et al., 1995a).

Los estudios de Damtoft et al. (1993, 1995a) propusieron que los secoiridoides son sintetizados
a partir del 4cido mevaldnico en una compleja ruta metabdlica (Figura 14). Mostraron que la
ruta hacia el acido desoxilogdnico, el acido 7-epi-logdnico, el acido 7-cetologanico y la 7-
cetologanina podria ser la Ultima etapa de formaciéon de los precursores de los iridoides
carbociclicos, aunque esta secuencia variaria entre especies y dependeria de la época del afio.
En el estudio de 1995 estudiaron, en fresno vy lila, los compuestos andlogos del acido 8-
epikingisidico, del acido kingisidico, de secologanina, de secoxiloganina, secologandsido y de
oledsido-11-metil ester como intermediarios en la biosintesis de 7-cetologanina y los oleésidos.
Ninguno de los derivados kingisidicos se incorporaron de una manera significativa y, en todos
los casos, un alto porcentaje del precursor fue identificado. En cambio, se observé una
incorporacién significativa oledsido-11-metil ester en todos los iridoides, con excepcion de
secologanina y acido 8-epikingisidico. La incorporacidon acumulada fue del 19%, lo que indica
gue de oledsido-11-metil ester es un compuesto mayoritario en la ruta de biosintesis de los
oledsidos. Los resultados también probaron que el compuesto 7-cetologanina es el precursor

inmediato de oledsido-11-metil ester.
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Figura 14. Ruta de biosintesis de la oleuropeina propuesta por Damtoft et al. (1993, 1995a).

Estos autores probaron los posibles intermediarios en la biosintesis de los compuestos
secoiridoides, incluyendo la 7-cetologanina y el oledsido-11-metil ester, el compuesto a partir
del cual se formarian la oleuropeina y otros compuestos similares en la familia de las oleaceas.
Sin embargo, ni en las plantas seleccionadas en el estudio por sus buenas propiedades
biosintéticas, ni los compuestos intermediarios tipo kingisidicos ni los de tipo secologanina
fueron incorporados en un porcentaje significativo para considerarlos como intermediarios
entre la 7-cetologanina y el oledsido-11-metil ester. Los autores concluyeron que es la 7-
cetologanina el precursor inmediato del oledsido-11-metil ester y esto indica que la conversion
se ajusta a una reaccién de una sola etapa siguiendo una oxidacion tipo Baeyer-Villiger, en la
gue el grupo cetona se oxidaria para obtener un ester, y daria lugar a tres procesos factibles
(Figura 14). En la reaccion R-3, sucederia solamente la oxidacion del tipo Baeyer-Villiger, dando
como producto el acido 8-epi-kingisidico. En la R-1, después de la formacién del ester, se
produciria una ruptura del enlace entre los carbonos C7 y C8, la formacidn de un doble enlace
entre los carbonos C8 y C9 y la abstraccidon de un H del C9, lo que daria lugar al oledsido-11-
metil ester. Una reaccién similar sucederia en la reaccion R-2, aunque el doble enlace se

formaria entre los carbonos C8 y C10, dando lugar a la secoxiloganina.
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Considerando que aparentemente no existe ninglin compuesto entre la 7-cetologanina y el
oledsido-11-metil ester, la biosintesis de los oledsidos seria analoga a la conversion aceptada
actualmente de loganina a secologanina. Ambas reacciones incluirian la ruptura del anillo
ciclopentano, aunque la ruta hacia los oleésidos empezaria en un nivel mas alto de oxidacién.
Consecuentemente, los compuestos producto de esta reaccién estarian mas oxidados. En los
estudios de Damtoft et al. (1993, 1995b), después del primer dia, se detectaron
incorporaciones significativas de oledsido-11-metil ester al 7-f-1-D-glucopiranosil-11-metil
oledsido vy al ligustrésido en la lila, aunque muy poca cantidad se convirtié en oleuropeina. A
los 2 dias, se repitié el mismo patron, y fue a los 3 dias cuando se dio la incorporacién mas
grande hacia oleuropeina. Este hecho demostraria que la conversién hacia oleuropeina es
bastante lenta, que puede ser limitada por el transporte de los precursores dentro de la planta.
También llevaria a pensar que la oleuropeina se forma a partir del ligustrésido por la
hidroxilacion del tirosol como ultima etapa, y por inferencia, se podria decir que la biosintesis
de oleuropeina necesita de tirosol y no de hidroxitirosol (Damtoft et al., 1993). Ademas, en
este estudio se vio que el ligustrésido incorporaba 4 veces mas acido desoxiloganico marcado

que la oleuropeina.

Asi, con la observacion de estos resultados se puede deducir que existe una conversién directa
del 7-cetologanina a oledsido-11-metil ester, seguido por una conversion hacia 7-B-1-D-
glucopiranosil-11-metil oledsido, que a partir de la cudl con una esterificacion con tirosol, se

forma el ligustrdsido, y finalmente por hidroxilacién, se forma la oleuropeina (Figura 14).

2.5.4.3. IMPLICACION DE LA B-GLUCOSIDASA EN EL METABOLISMO DE LOS COMPUESTOS
FENOLICOS

En el reino vegetal, los hidratos de carbono son los compuestos organicos mas abundantes que
intervienen en diversas funciones fisioldgicas de la célula, como funciones estructurales o de
reserva. Esta diversidad estructural y funcional, junto al hecho que practicamente cualquier
tipo de molécula (proteinas, lipidos, acidos nucleicos) pueda ser glicosilada, implica la
existencia de un amplio espectro de enzimas vinculadas al metabolismo de carbohidratos y de
moléculas glicosiladas, tanto en su sintesis, modificacién como hidrélisis. Dentro del grupo de
enzimas encargadas de la hidrélisis, las glicosilhidrolasas, se encuentran las B-glucosidasas (B-
D-glucdsido glucohidrolasas), que son aquellas que catalizan especificamente la hidrdlisis del
enlace B-glucosidico entre dos azucares, o entre una molécula de glucosa y una aglicona o

resto no azucarado, arilo o alquilo.

Dentro de las variadas funciones bioldgicas asignadas a las B-glucosidasas en las plantas, se
destacan cuatro: (i) la formacién de compuestos intermediarios en el proceso de lignificacion
de la pared celular, (ii) la degradacién de la pared celular en procesos fisioldgicos concretos
como la germinacién de la semilla, (iii) la activacién de fitohormonas, (iv) la activacién de

compuestos quimicos procedentes del metabolismo secundario que intervienen en
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mecanismos de defensa de la planta (Morant et al., 2008). La ultima funcidon mencionada es la

mas estudiada en el ambito de la alimentacidn, ya que muchos metabolitos secundarios, como

los compuestos fendlicos, tienen una gran repercusion en las sensaciones olfato gustativas de

alimentos de origen vegetal, tales como los zumos, el vino o el aceite de oliva (Glinata, 2003).

En el desarrollo del fruto del olivo, se distinguen normalmente tres fases: la fase de
crecimiento del fruto, que es donde se da la acumulacién de oleuropeina; la fase de
maduracién verde, que coincide con una reduccién de las concentraciones en clorofilas y
oleuropeina; y la fase de maduracidn negra, que se caracteriza por la aparicién de antocianinas
y durante la cual, la concentracion de oleuropeina sigue disminuyendo (Amiot et al., 1989;
Malik y Bradford, 2006; Ryan et al., 1999a). Por tanto, la oleuropeina es muy abundante en los
primeros estadios de la formacion del fruto, llegando hasta a un 14% de la materia seca en
frutos jovenes (Amiot et al., 1986). Sin embargo, con la maduracion esta concentracién
disminuye y la concentracion de compuestos derivados de ella aumenta. Este hecho ha sido
atribuido a su hidrdlisis enzimatica (Amiot et al., 1989; Gariboldi et al., 1986;), ademas de a las

actividades glucosidasa y esterasa.

Hay pocos trabajos centrados en la actividad B-glucosidasa del fruto del olivo. Sin embargo, en
los ultimos afios, se ha intentado dilucidar la funcidon de la enzima en el fruto del olivo, asi
como su localizaciéon. Briante et al. (2002) identificaron la actividad B-glucosidasica en frutos
del olivo de dos variedades italianas, y observaron que contribuye a la degradacion de la
oleuropeina del fruto. Mazzuca et al. (2006) localizaron por primera vez in situ la enzima en el
mesocarpo de la oliva durante el ciclo de maduracion. Con este estudio vieron que la enzima y
la oleuropeina se encuentran en compartimentos diferentes dentro de la célula. Por ello,
cuando el fruto es verde, esta oleuropeina se mantiene intacta en la célula y de esta manera el
fruto mantiene el amargor. Sin embargo, cuando el fruto madura, las estructuras de las células
se dafian debido a la senescencia de los tejidos, lo que permite que se pongan en contacto la
B-glucosidasa con la oleuropeina, se produzca la hidrélisis y el amargor disminuya. Esta
hidrolisis de la oleuropeina continda durante la maduracién negra hasta que el sustrato estd
completamente hidrolizado y la enzima ya no se expresa. Siguiendo en la misma linea,
Spadafora et al. (2008) estudiaron si la B-glucosidasa podria ser un agente de defensa ante
ataques de plagas al fruto del olivo. Para ello, pincharon los frutos simulando ser la picadura de
la mosca del olivo (Bactrocera oleae) y observaron que la actividad B-glucosidasica aumentaba
en la zona de la herida. Hicieron la misma prueba en dos variedades de olivo: en la variedad
susceptible al ataque del insecto, la concentracién de la oleuropeina se mantuvo, mientras que
en la variedad poco susceptible, la concentracion de oleuropeina disminuyd bruscamente. Esto
reafirmaba un estudio de Konno et al. (1999), en el que se vio que en las células de las hojas
del aligustre, a pesar de que la oleuropeina y la B-glucosidasa se encontraban en

compartimentos diferentes de la célula, ante el ataque de un herbivoro o patégeno, el
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compuesto fendlico y la enzima se ponian en contacto, y ésta ultima la hidrolizaba formandose

un compuesto que desnaturalizaria las proteinas de los agentes dafiinos.

La enzima B-glucosidasa de la oliva presenta especificidad. Recientemente, en un estudio de
Romero-Segura et al. (2009) han extraido y purificado la enzima B-glucosidasa de frutos
maduros de Olea europaea cv. Picual y han estudiado su accién frente a diversos sustratos: dos
sustratos comerciales y siete compuestos fendlicos propios de la oliva (oleuropeina,
demetiloleuropeina, ligustrésido, verbascésido, rutina, apigenina-7-glucésido y luteolina-7-
glucdsido). Los autores vieron que el compuesto glucosilado por el que tenia una mayor
afinidad y mostraba mayor actividad era la oleuropeina. Esta alta especificidad también habia

sido observada en el trabajo de Konno et al. (1999).

Durante el proceso de elaboracion del aceite, sobre todo en las etapas de molido y batido, es
cuando el fruto sufre una mayor rotura. Si como se ha dicho, los compuestos fenélicos y las
enzimas B-glucosidasas se encuentran en compartimentos diferentes de la célula, con la rotura
de los frutos, enzimas y sustratos se ponen en contacto. En este caso, la oleuropeina, la
demetiloleuropeina y el ligustrésido, que estan presentes en el fruto, son hidrolizados por
accién de las B-glucosidasas enddgenas, que los transforman en compuestos secoiridoides
agliconas, como 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA, p-HPEA-EDA y p-HPEA-EA (Bianco et al., 1999;
Gomez-Rico et al., 2009b; Gonzalez-Pombo et al., 2008; Servili et al., 2004). También durante
estas fases de extraccidon del aceite, juegan un papel importante las enzimas oxidoreductasas,
que promueven la oxidacion de los compuestos fendlicos (Servili et al.,, 2008) y la enzima
esterasa (Briante et al., 2002; Fernandez-Bolafios et al., 1995; Segovia-Bravo et al., 2009). La
esterasa hidroliza los enlaces ester de oleuropeina, produciendo hidroxitirosol y oledsido-11-

metil ester (Capozzi et al., 2000).

En este sentido, estd claro que la presencia de compuestos fendlicos en el aceite de oliva
virgen esta directamente relacionada con el contenido de compuestos fendlicos glucosilados
contenidos inicialmente en los tejidos de la oliva y con la actividad de las enzimas hidroliticas y

oxidativas (Garcia-Rodriguez et al., 2011).

No obstante, a pesar de que pocos temas de la quimica y bioquimica de las plantas han
merecido tanto estudio como la biosintesis de los compuestos fendlicos, especialmente de los
flavonoides, todavia el estudio de las rutas biosintéticas de algunos compuestos fendlicos sigue
siendo muy complejo (Andersen y Markham, 2006; Bohm, 1998). Una ruta biosintética
perfectamente definida deberia, al menos tedéricamente, producir un producto final sin
acumulacidn de productos intermedios. Sin embargo, se sabe por la experiencia que en las
rutas metabdlicas en las plantas la acumulacién de productos intermedios puede ser mas la
regla que la excepcién. No es dificil imaginar circunstancias en las que un intermediario pueda
ser utilizado por la planta para alguna otra funcidn diferente a la formar el siguiente

metabolito. Siguiendo con esta linea, parece razonable especular que el conjunto de
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condiciones metabdlicas que conducen a la acumulaciéon podria ser mantenido mientras
beneficie al organismo. Ademas es destacable el efecto que los factores externos ejercen en la
composicion fendlica, a través de la modulaciéon de actividades enzimaticas, degradacién de

compuestos o expresion de determinados genes, dificultando todavia mas los estudios.

2.6. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA COMPOSICION FENOLICA Y PIGMENTARIA DEL FRUTO Y
DEL ACEITE

La composicion del aceite es el resultante de una serie de interacciones entre factores
genéticos, ambientales y tecnoldgicos que marcan tanto la fase de desarrollo y de maduracién

del fruto como su transformacion (Montedoro y Servili, 1991).

Respecto a la composicion fendlica, existe mucha variacidn en la composicidon y concentracién
de compuestos fendlicos entre aceites de oliva virgen (Gimeno et al., 2002). El rango de
concentracién en fenoles en aceites de oliva virgen es muy amplio, lo que hace que la
comparacién entre estudios sea dificil (Baccouri et al., 2007, Tripoli et al., 2005). Estas
discrepancias estan parcialmente explicadas por multiples factores que tienen la capacidad de
modificar las concentraciones de fenoles en el aceite de oliva virgen (Carrasco-Pancorbo et al.,
2005). De igual manera, en el caso del perfil pigmentario de un aceite y su concentracion, se ha

visto que varia mucho segun factores tanto intrinsecos como extrinsecos de la oliva.

En los siguientes apartados, se va a evaluar cudles son estos factores y como influyen en el

perfil pigmentario y fendlico de los aceites de oliva.
2.6.1. INFLUENCIA DE LA VARIEDAD DE LA OLIVA

La composicién del aceite de oliva, como producto del metabolismo del olivo, estd
fuertemente afectada por la variedad. Las diferencias en cuanto al color del fruto, tamafio y
rendimiento en aceite han determinado durante siglos la seleccion de las diferentes
variedades de la oliva. Esta diferencia entre variedades también se hace patente en los

componentes minoritarios, como los pigmentos y los fenoles.

La composicion en pigmentos clorofilicos de las olivas depende, tanto cualitativa como
cuantitativamente, de la constitucion genética del fruto. Esto ha sido evidenciado por algunos
trabajos en los que se ha estudiado la composicién pigmentaria en frutos con el mismo grado
de madurez pero de variedades diferentes, y se ha observado que existe una leve relacion
entre el color de la piel del fruto y la composicidon pigmentaria (Gandul-Rojas et al., 1999;
Minguez-Mosquera y Gallardo-Guerrero, 1995; Minguez-Mosquera y Garrido-Fernandez, 1989;

Roca y Minguez-Mosquera, 2001b).

El tipo de pigmentos presentes en los frutos del olivo, y sobre todo su contenido, es inherente

a la variedad. Han sido realizados varios estudios para determinar el contenido pigmentario en
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frutos de diferentes variedades. Minguez-Mosquera y Garrido-Fernandez (1989) estudiaron el
perfil pigmentario en frutos de las variedades Hojiblanca y Manzanilla, y observaron que los
frutos de Hojiblanca eran mas pigmentados que los de Manzanilla, aunque a nivel cualitativo,
no habia diferencias. Sin embargo, Gandul-Rojas et al. (1999), en un estudio en frutos de la
variedad Arbequina, pusieron de manifiesto la presencia de pigmentos exclusivos que no
habian estado detectados en otras variedades, las xantofilas esterificadas, clorofilidasay by a-
caroteno (Criado et al.,, 2007a; Minguez-Mosquera y Gallardo-Guerrero, 1995; Minguez-
Mosquera y Garrido-Fernandez, 1989). Otra particularidad de la variedad Arbequina es que al
principio de la maduracién, presenta una fase de carotenogénesis. Esto fue observado por
primera vez en un estudio de Roca y Minguez-Mosquera (2001a) en la que la concentracion de
carotenoides en Arbequina se incrementd o se mantuvo en comparacion con la variedad Picual,
en la que el contenido en carotenoides disminuyé. Este hecho fue confirmado posteriormente
por Roca y Minguez-Mosquera (2003b) y Criado et al. (2007a), en que se volvid a observar la
sintesis en carotenoides en frutos de la variedad Arbequina, que no se dio en las variedades
Hojiblanca, Picual y Farga. Recientemente, Roca et al. (2011) han caracterizado el contenido
en clorofilas y carotenoides de frutos y aceites de la variedad Sikitita, que es una nueva
variedad conseguida del cruce de las variedades Arbequina y Hojiblanca y han determinado
que esta variedad es de baja pigmentacion y presenta xantofilas esterificadas y

carotenogénesis, todas ellas caracteristicas heredadas de la variedad Arbequina.

Aparicio-Ruiz et al. (2009) estudiaron el perfil pigmentario en frutos de dos variedades
italianas, Coratina y Frantoio, y una griega, Koroneiki, y observaron que los ratios
clorofilas/carotenoides y clorofila a/clorofila b podrian usarse como parametros para la

identificacion varietal.

Mads abundantes han sido los estudios para caracterizar aceites de diferentes variedades de
oliva. En aceites de variedades espafiolas, se han estudiado los perfiles pigmentarios de los
aceites de las variedades Arbequina, Blanqueta, Cornicabra, Farga, Hojiblanca, Martefa,
Nevadillo, Pajarero, Picual, Picudo, Sikitita y Subbética (Criado et al., 2007a; Gallardo-Guerrero
et al., 2005; Gandul-Rojas y Minguez-Mosquera, 1996a; Minguez-Mosquera et al., 1992; Roca
et al., 2011).

Minguez-Mosquera et al. (1992) estudiaron el perfil pigmentario de cinco aceites de oliva
monovarietales (Picual, Picudo, Subbética, Hojiblanca y Pajarero). Entre estas variedades,
observaron diferencias en el contenido total de pigmentos, siendo los aceites de la variedad
Picual los mas pigmentados, con 37.6 mg de pigmentos/kg aceite. A nivel cualitativo, feofitina
a y luteina fueron los pigmentos mayoritarios en la fracciéon clorofilica y carotenoide,

respectivamente, en todas las variedades.

Gandul-Rojas y Minguez-Mosquera (1996a) estudiaron la composicién en pigmentos de aceites

monovarietales de las variedades Nevadillo, Hojiblanca, Martefia, Pajarero, Picual, Arbequina y
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Cornicabra. Los aceites mds pigmentados fueron los de las variedades Hojiblanca y Picual, con

21.0y 37.7 mg de pigmentos/kg aceite, respectivamente.

Posteriormente, Gandul-Rojas et al. (2000) estudiaron el perfil pigmentario de cincuenta
aceites monovarietales procedentes de seis variedades diferentes. En este estudio pusieron de
manifiesto que el porcentaje de luteina y el de violaxanteno, ademds del contenido total en
pigmentos, pueden usarse como criterios taxonédmicos diferenciales de las variedades. Ademas,
volvieron a observar que los aceites de las variedades Picual y Hojiblanca eran mas
pigmentados que los de las variedades Arbequina, Blanqueta y Cornicabra, lo que después fue

nuevamente observado por Gallardo-Guerrero et al. (2005).

Criado et al. (2008) caracterizaron el perfil de pigmentos de los aceites de la variedad
Arbequina de la zona de Les Garrigues (Lleida) durante dos campafas consecutivas. El
contenido medio en pigmentos de los aceites fue 6.17 mg de pigmentos/kg aceite en la

campafia 2002/2003 y 9.88 mg de pigmentos/kg aceite en la campafia 2003/2004.

En aceites de variedades no espafiolas, los estudios en perfil pigmentario son bastante
recientes. Se han estudiado los perfiles de aceites de las variedades Arno, Baddarica, Basento,
Biancolilla, Calabrese, Coratina, Dolce Agogia, Frantoio, Gentile di Larino, Ghiacciolo, Giarraffa,
Koroneiki, Leccino, Minuta, Moraiolo, Noccioluta, Nocellara del Belice, Ogliarola, Oliva Nera de
Collecorto, Ottobratica, Sant'Agatese y Tevere (Aparicio-Ruiz et al., 2009; Cerretani et al., 2008;
Giuffrida et al., 2011; Ranalli et al.,, 2011). En todos estos estudios, se ha comprobado la
existencia de diferencias tanto cualitativas como cuantitativas entre aceites de las distintas

variedades.

En cuanto a la fraccidn fendlica se destaca el considerable nimero de trabajos publicados en
los ultimos afios, en los que se relacionan factores agrondmicos y tecnoldgicos con el perfil
fendlico y la concentracidon de cada uno de los compuestos. La variedad de la oliva afecta
cualitativa y cuantitativamente a la composicién fendlica del fruto y la de su correspondiente
aceite. Varios han sido los estudios que se han llevado a cabo para describir los perfiles
fendlicos de diferentes variedades en frutos (Briante et al., 2002; Esti et al., 1998; Gomez-Rico
et al., 2008; Morelld et al., 2004; Romani et al., 1999; Vinha et al., 2005;). Los perfiles fendlicos
muestran que la oleuropeina es el compuesto mas abundante en casi todas las variedades de
oliva, con concentraciones entre 35 y 2400 mg/kg fruto (Romani et al., 1999). Sin embargo, hay
algunos compuestos que se han propuesto como identificadores varietales porque no son
comunes a todas la variedades. Este es el caso de demetiloleuropeina, que fue cuantificada
solo en dos (Coratina y Leccino) de ocho variedades italianas analizadas por Esti et al. (1998),
en dos (Cailletier y L11) de once variedades francesas estudiadas por Amiot et al. (1989) y en

una (Arbequina) de seis variedades espafiolas estudiadas por Gémez-Rico et al. (2008).
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En la mayoria de los aceites de oliva, los derivados secoiridoides de oleuropeina y ligustrésido
son los compuestos fendlicos mayoritarios (Mulinacci et al., 2005; Pinelli et al., 2003).
Respecto a la proporcién de compuestos de un origen u otro, Gémez-Rico et al. (2008)
demostré que pueden existir diferencias varietales, ya que en los aceites de las variedades
Arbequina, Cornicabra, Picolimdn y Picual se encontraban en mayor concentracion los fenoles
derivados de oleuropeina que los fenoles derivados del ligustrésido, mientras que sucedia lo

contrario en los aceites de las variedades Morisca y Picudo.

Gdmez-Alonso et al. (2002) llevaron a cabo un estudio sobre si el efecto de la variedad en la
composicion del perfil fendlico de los aceites podia ser utilizado como herramienta para
clasificar los aceites segun su variedad. Esto ya se habia sugerido en estudios previos (Brenes
et al., 1999; Garcia et al., 2001; Graciani y Vazquez-Roncero, 1981; Mateos et al., 2001), pero
hasta el de GAdmez-Alonso et al. (2002) no se habian publicado datos para confirmar la
viabilidad de esta propuesta. Para ello, analizaron el perfil fendlico de aceite comercial de la
variedad Cornicabra durante cinco campaiias oleicolas, junto con los perfiles de aceites de las
variedades Arbequina, Hojiblanca y Picual. Tras el estudio estadistico de los datos obtenidos,
afirmaron que los compuestos fendlicos que serian mds utiles para la clasificacion entre
variedades serian acetoxipinoresinol (que eluia junto con el acido cinamico), 3,4-DHPEA-AC, p-
HPEA-EA y p-HPEA-EDA.

En los ultimos anos, continda publicdndose trabajos sobre la caracterizacién de los perfiles
fendlicos de aceites de oliva de las diferentes variedades existentes. Por ejemplo, en aceites de
variedades espafolas, se han caracterizado los perfiles de Arbequina, Cornicabra, Farga,
Hojiblanca, Lechin, Manzanilla, Morrut, Picual, Picuda y Verdial, entre otros (Andjelkovic et al.,
2008; Brenes et al., 1999; Carrasco-Pancorbo et al., 2006; Criado et al., 2004; Garcia et al.,
2002; Gémez-Rico et al., 2006; Morell6 et al., 2004; Oliveras-Lépez et al., 2007). En aceites de
variedades no espafiolas, los de las variedades Aglandau, Arno, Basento, Cobrang¢osa, Coratina,
Cordovil de Castelo, Frantoio, Galega, Hardy’s Mammoth, Leccino, Madural, Seggianese,
Taggiasca, Tanche, Tevere, Transmontana y Verdeal, entre otros (Aguilera et al., 2005;
Andjelkovic et al., 2008; Caponio et al., 1999; Loizzo et al., 2011; Oliveras-Lépez et al., 2007;
Ranalli et al., 2011; Vinha et al., 2005).

2.6.2. INFLUENCIA DEL GRADO DE MADUREZ DE LA OLIVA

El grado de madurez de la oliva tiene gran importancia en la concentracidon tanto de fenoles
como de pigmentos en los frutos del olivo, y por tanto, en el aceite. A medida que las olivas
maduran, el color de la piel y la pulpa cambian desde el verde intenso pasando por los estados
de verde claro, manchas rojizas, envero y violeta, hasta el negro (Roca y Minguez-Mosquera,
2001b). Por tanto, aunque desde el punto de vista cualitativo, los compuestos clorofilicos y
carotenoides no cambian al avanzar la maduracién (Minguez-Mosquera y Gallardo-Guerrero,

1995), si se produce una disminucidon en la concentracién de ellos, acompafiada por un

37



ANTECEDENTES

incremento en la concentracién de antocianos hacia el final de la maduracién,
independientemente de la variedad (Beltran et al., 2005; Criado et al., 2007a; Roca y Minguez-
Mosquera, 2001b).

Desde el punto de vista cualitativo, todos los pigmentos presentes en el fruto, ademas de sus
derivados formados durante la extraccidon del aceite debido al medio acido generado, se
transfieren al aceite, tal y como observaron Criado et al. (2007a) en un estudio sobre la
transferencia de pigmentos clorofilicos y carotenoides en frutos y aceites de las variedades

Arbequina y Farga en seis estados de maduracién diferentes.

Roca y Minguez-Mosquera (2001b) estudiaron el perfil pigmentario en frutos de cinco
variedades (Hojiblanca, Picual, Cornicabra, Blanqueta y Arbequina) en seis estados de
maduracién diferentes, del verde intenso en frutos inmaduros al negro en frutos
completamente maduros. En todas las variedades, el contenido en clorofilas a y b
disminuyeron con la maduracion, aunque a diferente velocidad segun la variedad. Luteina fue
el pigmento carotenoide mayoritario en todas las variedades y en todos los estados de
maduracién, representando mads del 50% del contenido carotenoide en todos los casos. Su
concentracién disminuyd con la maduracion, aunque de una manera mas lenta que el resto de

compuestos carotenoides (B-caroteno y xantofilas).

Cichelli y Pertesana (2004) estudiaron el contenido en pigmentos de 94 aceites durante 3
campafias, y evaluaron el efecto de la maduracidn fijando tres indices (olivas verdes, moradas
y negras). Observaron que el aceite obtenido de olivas moradas contenia un 5% menos de
pigmentos que el aceite obtenido de olivas verdes, mientras que el aceite extraido de olivas

negras contenia casi un 30% menos pigmentos que el aceite obtenido de olivas verdes.

Respecto a los compuestos fendlicos, existe diferencia entre los compuestos que se
encuentran en la oliva y lo que se encuentran en el aceite resultante de esta oliva. En el fruto,
la oleuropeina es el compuesto fendlico mayoritario (Amiot et al., 1986; Servili et al., 1999),
mientras que en el aceite, la actividad enzimatica desarrollada en la extracciéon hace que los

compuestos derivados de la oleuropeina sean los mayoritarios.

Con la maduracion, el contenido en compuestos fendlicos en el fruto disminuye. Tras las
primeras fases de la maduracion, en las que la oleuropeina es el compuesto mds abundante, su
concentraciéon empieza a disminuir, en términos generales, con el desarrollo fisioldgico del
fruto (Amiot et al., 1989; Ranalli et al., 2009a), hecho que puede estar relacionado con una
mayor actividad de las enzimas hidroliticas a medida que avanza la maduracidn (Amiot et al.,
1989; Esti et al.,, 1998). Un estudio de Ortega-Garcia y Peragdn (2009) con frutos de las
variedades Picual, Arbequina, Verdial y Frantoio sugiere que es posible la relacién entre las
enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL) y polifenol oxidasa (PPO) y la concentracién de fenoles

a lo largo de la maduracion. El nivel de actividad de PAL (que es la enzima que regula la
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biosintesis de los compuestos fenilpropanoides) disminuyd a la vez que disminuian los fenoles
con la maduracioén, al contrario que el nivel de actividad de PPO (que es la enzima que lleva a
cabo la degradacion oxidativa de los compuestos fendlicos), ya que ésta aumentd con la

maduracion.

Parece evidente que los aceites procedentes de frutos verdes son mas ricos en fenoles totales
que los aceites procedentes de frutos negros; sin embargo, no es tan evidente la tendencia
gue siguen a lo largo del ciclo completo de la maduracidn (Beltran et al., 2003; Sanchez-Casas
et al., 1999). Algunos estudios han visto que durante el desarrollo del fruto, después de una
disminucién inicial del contenido de oleuropeina, en algunas variedades como Picholine,
Zrappola, Tanche, L365, Salonenque (Amiot et al., 1986), Manzanillo (Ryan et al., 1999a),
Arbequina y Morrut (Morelld et al., 2004) existe una segunda sintesis, para volver a disminuir

nuevamente hasta el final de la maduracién.

GOmez-Rico et al. (2008) compararon los compuestos fendlicos de los frutos y aceites de las
variedades Arbequina, Cornicabra, Morisca, Picolimdn, Picudo y Picual a tres indices de
maduracién diferentes (verde, envero y negra). Observaron que la concentracién del
compuesto hidroxitirosol aumentd a medida que avanzaba la maduracién en cuatro de las seis
variedades analizadas. Este incremento se cree que podria ser resultado de la degradacién de
la oleuropeina, llevada a cabo por enzimas, B-glucosidasa entre ellas, que hidroliza la
oleuropeina a oleuropeina aglicona y 3,4-DHPEA-EDA (Limiroli et al., 1995). En este mismo
estudio también observaron que dos flavonoides, rutina y luteolina-7-glucésido, también
incrementaban su concentracién durante la maduracidn. Este hecho ya habia sido observado

anteriormente en las variedades Coratina y Leccino por Esti et al. (1998).

Hacia el final de la maduracién, cuando la piel del fruto es negra, la disminuciéon en el
contenido de oleuropeina es muy rapida (Limiroli et al., 1995) e incluso la concentracién tiende
a cero cuando el fruto es completamente negro, tal y como determinaron Bianco et al. (1993)
en frutos de la variedad Leccino. Esta disminucién en oleuropeina coincide con un incremento
en el contenido de antocianos, que son cianidinas unidas a azucares. En los estudios de
GOmez-Rico et al. (2008) y Vinha et al. (2005), en que se estudiaron frutos de varias variedades
de olivas espafiolas y portuguesas, respectivamente, se cuantificaron cianidina-3-O-rutindsido

y cianidina-3-0-glucdsido cuando los frutos estaban en la maduracion negra.
2.6.3. INFLUENCIA DE LOS FACTORES AMBIENTALES

Las caracteristicas del suelo y las condiciones climaticas de las zonas de cultivo pueden afectar
considerablemente el contenido en pigmentos y fenoles de las olivas, ya que ejercen una gran

influencia en el crecimiento del fruto y su maduracién (Jacoboni et al., 1999).

Psomiadou y Tsimidou (2001) compararon el contenido pigmentario de aceites de la variedad

Koroneiki producidos en dos zonas diferentes de Grecia (Creta y Peloponeso), y detectaron que
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los aceites de Creta tenian una mayor concentracién en feofitina a, probablemente debido a

diferencias en el régimen de precipitaciones y horas de sol entre las dos zonas geograficas.

En un estudio de Romero et al. (2003), compararon el contenido en pigmentos de aceites de la
variedad Arbequina de la DOP Les Garrigues durante 4 campafias consecutivas. Observaron
que el contenido en clorofilas fue mucho menor en la campafia 1999/2000, probablemente
debido a las bajas temperaturas registradas en la zona a finales de 1999, que podrian haber

danado los frutos, y como consecuencia, provocado la degradacion de los pigmentos.

Criado et al. (2004) estudiaron el perfil pigmentario de aceites de la variedad Arbequina
procedentes de arboles cultivados en tres zonas de Espafia con condiciones climaticas
diferentes (Lleida, Tarragona y Jaén) tomando las muestras en las mismas fechas. Aunque
cualitativamente la mayoria de los pigmentos determinados en los aceites de las tres zonas
fueron los mismos, no se detectaron xantofilas esterificadas en los aceites de Tarragona ni
feofitina b en los de Lleida. Ademads, observaron que los aceites de Lleida tenian una mayor
proporcién de clorofila a que clorofila b, siendo el ratio clorofila a/ clorofila b de 9, mientras
gue en los aceites de Jaén y Tarragona era de 0.6, lo que podria ser debido a diferencias en el
aparato fotosintético de las olivas cultivadas en las diferentes zonas. También encontraron
diferencias en el ratio luteina/B-caroteno, que tuvo un valor en torno a 5 en los aceites de
Tarragona y Jaén, y un valor de 12 en los de Lleida. En un estudio posterior, Criado et al. (2008)
estudiaron aceites de la misma variedad Arbequina durante dos campafias consecutivas,
2002/2003 y 2003/2004, con condiciones climaticas diferentes. Observaron un menor
contenido en pigmentos clorofilicos cuando las temperaturas fueron mas bajas durante el

periodo vegetativo del arbol.

Cerretani et al. (2008) evaluaron el efecto de las condiciones climaticas en el perfil pigmentario
de aceites de seis variedades obtenidos en tres zonas de produccién diferentes en Italia (Sicilia,
Emilia-Romagna y Molise), y determinaron que las fracciones clorofilicas y carotenoides

mostraron un mismo patron independientemente de la variedad y de la zona de cultivo.

Existen algunos estudios sobre cdmo afectan factores ambientales como el suelo, la altitud o la
temperatura en el contenido de fenoles en los frutos del olivo. La influencia de la temperatura
ha sido estudiada pero con resultados contradictorios. Un estudio de Ripa et al. (2008) afirma
gue a mayor cantidad de dias con altas temperaturas acumulados desde la formacion del fruto
hasta su recoleccion, menor es la acumulacién de fenoles. Sin embargo, Tura et al. (2008)
concluye que la cantidad de fenoles en el fruto se incrementa a medida que aumenta el

numero de dias con altas temperaturas.

También existen estudios del contenido fendlico en aceites provenientes de olivas que han
sufrido temperaturas extremas. En un trabajo de Morell6 et al. (2003) se determind el

contenido en pigmentos totales y el perfil fendlico de aceites de oliva de la variedad Arbequina
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antes y después de una atipica helada ocurrida en diciembre de 2001. Después de esta helada,
durante la cual se mantuvieron temperaturas maximas por debajo de los -5 °C durante 110
horas consecutivas, se observéd una disminucidon del contenido en pigmentos totales de los
aceites y los contenidos de los compuestos fendlicos 3,4-DHPEA-AC, 3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA-
EDA y 3,4-DHPEA-EA disminuyeron de forma muy notable. Se cree que la formacién de
cristales de hielo en el interior de las olivas podrian haber causado la rotura de los
compartimentos celulares permitiendo asi la puesta en contacto de la enzima polifenoloxidasa
(PPO) con los sustratos fendlicos y las enzimas clorofilasa y lipoxigenasa con los sustratos

pigmentos.

Romero et al. (2003) realizaron un estudio de efecto de la campaifa en la composicién de
aceites de la variedad Arbequina, analizando 160 aceites durante cuatro campafas oleicolas
consecutivas. Observaron que existe una relacién entre el contenido fendlico y la pluviometria
acumulada: en los afios con baja pluviometria, el contenido en fenoles fue mayor, debido al
mayor estrés hidrico al que se vio sometido el cultivo. Este efecto puede estar relacionado con
la modificacién de la actividad de la enzima PAL, que es la encargada de la sintesis de los
compuestos fendlicos, la actividad de la cual aumenta con el estrés hidrico (Gomez-Rico et al.,
2007; Morelld et al., 2005a; Servili et al., 2007b).

Cimato et al. (1991) observaron que los aceites de oliva de las variedades Frantoio, Leccino,
Moraiolo y Coratina cultivados en zonas costeras (altitud < 100m) contenian el doble de
fenoles totales que los cultivados a mayor altura. Mousa et al. (1996) también observaron una
mayor cantidad de fenoles en aceites de la variedad Mastoides cultivados a 100m que
cultivados a 800m en Grecia, y de igual manera, Criado et al. (2004) detectaron una mayor
cantidad de fenoles en los frutos de Arbequina cultivados en la zona olivarera de Tarragona
(300-400 metros sobre la altura del mar) que los cultivados en Lleida o en Jaén (400-450 y 500-
700 metros sobre la altura del mar, respectivamente). También Osman et al. (1994)
observaron una mayor cantidad de fenoles en los aceites de olivas de la variedad Koroneiki
cultivadas a 100 metros de altura sobre el mar que a 400 metros en Grecia. Sin embargo, en
los estudios llevados a cabo por Dabbou et al. (2010) e Issaoui et al. (2010) en las variedades
Sigoise, Chemlali y Chétoui cultivadas en Tunez, se ha observado que a mayor altura de la

plantacién, mayor cantidad de fenoles en el fruto.

Respecto a la latitud, un estudio llevado a cabo por De Nino et al. (2005) sefal6 que los frutos
de las variedades italianas Carolea, Coratina y Frantoio cultivadas a una menor latitud,

contenian una mayor cantidad de oleuropeina.

El contenido en fenoles también esta relacionado con el tipo de suelo de la plantacion. En un
estudio realizado por Montedoro et al. (1993b) obtuvieron una concentracién mucho mayor
de fenoles en aceites de olivas de la variedad Moraiolo cultivadas en suelos calcareos que en

suelos arcillosos. Por otra parte, Bucelli et al. (2011) determinaron un contenido en fenoles un
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30% mayor en aceites de las variedades Moraiolo y Frantoio cultivados en suelos arcillosos que
en suelos limosos. Esto se debe principalmente a la capacidad de retencién de agua, que es
diferente segun la composicion del suelo. En el caso del estudio de Bucelli et al. (2011), el suelo
arcilloso mostré una menor capacidad de agua disponible, y el aceite procedente de sus frutos
contuvo una mayor concentracién de derivados secoiridoides, sobretodo 3,4-DHPEA-EA, 3,4-
DHPEA-EDA y 4cido elendlico.

Un trabajo de Benito et al. (2012), en que se ha estudiado la evolucién de los fenoles en
aceites procedentes de plantaciones de olivo de alta densidad, ha observado que tiene una
mayor cantidad de compuestos fendlicos el aceite proveniente de olivos orientados hacia el
norte que los orientados hacia el sur, probablemente debido a la mayor exposicién al sol.

Resultados similares fueron obtenidos por Palese et al. (2010).

2.6.4. INFLUENCIA DE LOS FACTORES TECNOLOGICOS

La calidad del aceite de oliva virgen y algunos de sus compuestos quimicos, entre ellos los
compuestos fendlicos y pigmentarios, se ven afectados por los distintos métodos mecanicos

utilizados para extraer el aceite presente en las aceitunas.

El proceso de extraccion del aceite se compone de diferentes etapas: operaciones previas,
molido de las olivas, batido y separacién del aceite. Las operaciones previas incluyen el
transporte desde el campo a la almazara y la limpieza de las olivas y su almacenamiento, si es
necesario. Posteriormente, se produce la molienda de las olivas con el objetivo de romper los
tejidos que las conforman vy liberar asi el aceite que contienen. Seguidamente, se realiza un
batido de la pasta para facilitar la unién de las pequefias gotas de aceite en gotas mas grandes.
Por ultimo, para llevar a cabo la separacion del aceite, el método mas habitual es la
centrifugacién, aunque también existen métodos de extraccién por presién o por extraccidén

parcial. Después, el aceite puede ser filtrado y almacenado hasta el momento de su expedicién.

A continuacion se detallan varios trabajos en los que se ha estudiado el efecto que tienen
algunos pasos del procesado del fruto para obtener el aceite sobre la concentracion de fenoles

y pigmentos de éste.

El almacenamiento de las olivas previo a la molturacién, puede hacer disminuir el contenido
fendlico de los aceites obtenidos a partir de ellas, debido a la accién de la luz, el oxigeno y las
enzimas propias del fruto (Kiritsakis et al., 1998b; Minguez-Mosquera et al., 1990; Yousfi et al.,
20009).

Algunos estudios demuestran que se obtienen aceites con un mayor contenido fendlico y
pigmentario si la molturacién de las olivas se realiza con un molino de martillos en lugar de con

un molino de piedras (Caponio et al., 2003; Di Giovacchino et al., 1994; Mailer y Ayton, 2004).
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Durante el batido de la pasta, en general, se produce una disminuciéon del contenido en
fenoles en el aceite, principalmente 3,4-DHPEA-EDA y 3,4-DHPEA-EA, debido a la activacion de
PPO y POD por la rotura de los tejidos del fruto (Bianco et al., 2002; Gédmez-Rico et al., 2009b).
GOmez-Rico et al. (2009b) observaron que esta disminucién es mas importante cuando el
batido es largo y a alta temperatura, pero que a su vez, cuando se aumentan estos dos
parametros, aumenta la concentracidon de p-HPEA-EDA, mientras que las concentraciones de
verbascdsido y flavonoides no se ven afectadas. El uso de microtalco natural en la batidora, un
coadyuvante autorizado en la industria oleicola que facilita la separacion de las fases agua y
aceite, favorece la transferencia de pigmentos hacia el aceite, segiin un estudio de Criado et al.
(2007b).

Para llevar a cabo la centrifugacién, existen dos métodos basicos, dos fases y tres fases.
Mientras el sistema de tres fases es capaz de separar los tres componentes de la pasta de oliva
(aceite, alpechin y orujo), el dos fases, que es mas moderno, separa el aceite del alperujo, que
seria la mezcla del alpechin y el orujo. Varios estudios demuestran que mediante el sistema de
dos fases se obtienen aceites con mas fenoles que con el sistema de tres fases (Angerosa y Di
Giovacchino, 1996; De Stefano et al., 1999; Gimeno et al., 2002), debido probablemente a que
en el sistema de 2 fases no es necesario afiadir tanta cantidad de agua como en el sistema de 3
fases. Otros estudios han comparado el efecto del sistema de tres fases con otro sistema de
separacion, la presion, y han comprobado que los aceites obtenidos mediante presién
contienen mas cantidad de fenoles (Di Giovacchino et al., 1994; Torres y Maestri, 2006) y mas
cantidad de pigmentos (Salvador et al., 2003; Torres y Maestri, 2006) que los separados por

centrifugacion.

En los ultimos afios, se estdn estudiando algunas modificaciones en el proceso de extraccion
con tal de mejorar la calidad del aceite. La inclusion de nitrogeno en la batidora, que evitaria
asi la oxidacién por aireacion de los compuestos durante este paso del proceso, ha
demostrado conservar mas cantidad de fenoles (Bianco et al., 2002; Iconomou et al., 2010;
Servili et al., 1998; Servili et al., 2000; Yorulmaz et al., 2011) y de pigmentos (Del Caro et al.,
2006; Yorulmaz et al., 2011). Otra opcion estudiada es deshuesar las olivas como paso previo a
la molturacidn y solo extraer el aceite de la pulpa. Con esta opcién también se obtienen aceites
con una mayor concentracién de fenoles (Montedoro et al., 2007; Ranalli et al., 2009b; Ranalli
y Contento, 2010; Yorulmaz et al., 2011), debido a que los huesos incluyen grandes cantidades
de enzima B-glucosidasa y las semillas que contienen incluyen PPO y POD, todas ellas enzimas
que contribuyen en la degradacidon de los compuestos fendlicos (Servili et al., 2007a). Sin
embargo, la concentracidon en pigmentos clorofilicos y carotenoides en el aceite es menor
(Ranalli et al., 2009b).

En la filtracién del aceite, que puede realizarse a través de filtros mas o menos porosos

fabricados de diversos materiales como membranas comerciales, algodén o filtros de celulosa,
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se ha visto que puede reducir el contenido fendlico y pigmentario del aceite (Bottino et al.,
2008; Brenes et al., 2001; Fregapane et al., 2006; Tsimidou et al., 2005).

Algunos estudios se han llevado a cabo para evaluar el efecto del almacenaje del aceite
acabado sobre su contenido pigmentario. Se ha observado que el contenido en pigmentos
disminuye a lo largo del tiempo, que lo hacen de una manera mas rapida las clorofilas que los
carotenoides y que existe feofitinizacidn, es decir, si el aceite contenia clorofilas, éstas se van
transformando en feofitinas con el tiempo (Anniva et al., 2006; Criado et al., 2008; Gallardo-
Guerrero et al., 2005; Psomiadou y Tsimidou, 2002; Sacchi et al., 2008).

2.6.5. INFLUENCIA DE LAS PRACTICAS CULTURALES

El conjunto de practicas culturales llevadas a cabo durante el cultivo del arbol del olivo, cémo
el riego, la densidad de plantacion, el tipo de cultivo (ecoldgico o convencional) y la afectacion

por plagas, tienen gran importancia en la biosintesis de pigmentos y fenoles en los frutos.

De entre los factores culturales, uno de los mas estudiados es la aplicacion del riego. El olivar
es un cultivo adaptado a las condiciones de secano; sin embargo, se ha comprobado que las
plantas con un riego de apoyo en la época de floracidn y formacién del fruto, producen mas
gue las que no lo tienen, ya que el estrés hidrico en estas fases puede reducir el rendimiento
de los arboles (Palese et al., 2010).

Varios autores han estudiado la influencia del riego sobre la composicion fendlica y
pigmentaria de los frutos, y en consecuencia, en el contenido de los mismos en los aceites

extraidos de ellos.

Motilva et al. (2000) estudiaron el efecto del riego deficitario controlado en una plantacién de
la variedad Arbequina sobre las caracteristicas del aceite extraido de sus frutos. En el
tratamiento control, los arboles se regaron segln sus necesidades hidricas tedricas, mientras
que en los demds arboles se redujo el aporte de agua requerido en un 75, 50 0 25% durante el
periodo de parada vegetativa estival, desde el cuajado al endurecimiento de hueso.
Observaron que los aceites procedentes de los tratamientos mas deficitarios mostraban un
mayor contenido en pigmentos que los aceites control en todos los estados de maduracion
estudiados, y que el contenido en pigmentos aumentaba con la reduccidn del aporte de agua
al cultivo. De forma similar, Tovar et al. (2001a) estudiaron la aplicacion de estrategias de riego
lineal a olivos jévenes de la variedad Arbequina, y observaron también una relacién negativa
entre la cantidad de agua de riego aportada al cultivo y el contenido en pigmentos

cloroplasticos presentes en los aceites durante dos campafias consecutivas.

Sin embargo, los mismo autores, Tovar et al. (2002), llevaron a cabo un estudio aplicando las
mismas condiciones que en el de Motilva et al. (2000) pero analizando los aceites solo

obtenidos durante el periodo de recoleccién comercial durante tres campafias consecutivas, y
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observaron que la cantidad de agua aportada al cultivo no influia significativamente en el
contenido pigmentario de los aceites. Posteriormente, un estudio de Baccouri et al. (2008) en
aceites de la variedad Chétoui, afirma que los aceites extraidos de olivas con irrigacion tienen
mas clorofilas que los no irrigados, mientras que los pigmentos carotenoides estdn menos

afectados por el aporte de agua.

Un estudio de Criado et al. (2007b), en que evaluaron el efecto del riego frente al no riego en
el contenido pigmentario de los aceites de variedad Arbequina, observaron que el contenido
total en pigmentos era mayor en los aceites obtenidos de frutos sin irrigacién que en los
irrigados. Estos resultados coincidieron con los de Tovar et al. (2001a), en cuyo estudio se
atribuyd el menor contenido en pigmentos a diferencias en las propiedades de textura de la
pasta, que podrian dar lugar a una menor extraccion de pigmentos durante la trituracion y el
batido cuando la humedad del fruto es mayor. En el estudio mds detallado de Criado et al.
(2007b), en el que se estudiaron los pigmentos del fruto y del aceite y de los alperujos, se pudo
demostrar que ademds de diferencias en el reparto de pigmentos entre aceite y subproductos,
también existe una relacidon entre la cantidad de agua aplicada al arbol y la reduccidn de la
capacidad biosintética de pigmentos cloroplasticos en los frutos, lo que se traduce en una baja

concentracion en el aceite.

Respecto a los compuestos fendlicos, la mayoria de estudios sobre la influencia de la aplicacién
de riego al cultivo con el contenido fendlico coinciden en afirmar que a mayor agua disponible
para la planta, menor concentracion de compuestos fendlicos (Baccouri et al., 2008; Ben-Gal et
al., 2011; Berenguer et al., 2006; Mailer y Ayton, 2011; Motilva et al., 2000; Tovar et al., 20013;
Tovar et al.,, 2002; Servili et al., 2007b). De hecho, la actividad de una de las enzimas
responsables de la biosintesis de compuestos fendlicos, la PAL, presenta mayor actividad en
condiciones de estrés hidrico (Morellé et al., 2005a). Ademas, el incremento de agua
disponible produce un incremento en la humedad del fruto, y como los fenoles son altamente
solubles en el agua, tienen una mayor afinidad para quedar retenidos en el alperujo durante el
proceso de extraccidn que a transferirse al aceite (Rodis et al., 2002). Stefanoudaki et al. (2009)
estudiaron el efecto del riego durante dos campafias oleicolas consecutivas en el perfil fenélico
del aceite de la variedad Koroneiki. Observaron que los derivados de la oleuropeina 3,4-
DHPEA-EDA vy 3,4-DHPEA-EA se incrementaron en las condiciones de estrés hidrico, tal y como
habian apuntado también Tovar et al. (2001b) en la variedad Arbequina, Gémez-Rico et al.

(2006) en la variedad Cornicabra y Servili et al. (2007b) en la variedad Leccino.

Relacionado con la cantidad de agua disponible para el arbol, otro factor a tener en cuenta es
la densidad de plantacién. Guerfel et al. (2010) estudiaron el efecto de cuatro densidades de
plantacion diferentes (156, 100, 69 y 51 arboles/Ha) de olivos de la variedad Chemlali en Tanez.
Observaron que el contenido fendlico se ve afectado por la densidad de plantacidn, y que los

aceites que tuvieron un mayor contenido en fenoles totales (1059 mg/kg) debido sobretodo a
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mayores concentraciones de los compuestos 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA, tirosol e

hidroxitirosol, fueron los plantados a una densidad de 100 arboles/Ha.

La presencia de plagas en las olivas también afecta a la calidad del aceite obtenido a partir de
ellas. La plaga mas importante en el cultivo del olivar es la mosca del olivo (Bactrocera oleae
(Gmel.)). El ataque de la mosca causa importantes pérdidas en el contenido fendlico de los
aceites (Angerosa et al., 1992; Mraicha et al., 2010; Pereira et al., 2004), sobretodo en estados
avanzados de maduracion, en que la concentracidon en fenoles puede disminuir hasta un 50%
respecto a los frutos sanos (Tamendjari et al., 2009). Las muestras con un mayor grado de
ataque de mosca tienen un menor contenido en compuestos fendlicos, particularmente 3,4-
DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-EDA (Gémez-Caravaca et al., 2008).

Como grupo de practicas culturales que influyen en la calidad del aceite de oliva, se puede
considerar el cultivo ecoldgico. Debido a la importancia que tiene este apartado en el presente

trabajo, se explica mds detalladamente en el apartado 2.7.
2.7. PRODUCTOS ECOLOGICOS FRENTE A PRODUCTOS CONVENCIONALES

En los ultimos afios ha habido un incremento muy importante en el consumo de productos
ecoldgicos. Los expertos en mercados argumentan que el incremento en la adquisicién de

alimentos ecoldgicos se apoya principalmente en tres razones:

a) Sensibilizacién hacia el respeto por medio ambiente. La agricultura dispone cada vez de una
menor superficie de cultivo y ésta es menos fértil, debido principalmente a la ocupacién del
suelo para usos industriales y de servicios y a las agresiones causadas por el ser humano, como
el vertido de sustancias toxicas al medio. Por ello, desde sectores gubernamentales se esta
promoviendo medidas para la conservacion del medio ambiente, entre ellas la produccién de
alimentos utilizando los recursos locales de una manera dptima., reduciendo asi el impacto

sobre el medio ambiente y preservando la biodiversidad de plantas y animales

b) Preocupacion por la ingestion de productos quimicos sintéticos como los pesticidas o los
nitratos y de OMGs. Por ello, los alimentos procedentes de la agricultura ecoldgica son una
buena opcién para el consumidor, ya que tienen limitado el uso de productos quimicos y
prohibido el cultivo de OMGs. Hay estudios que corroboran que el contenido en pesticidas y
nitratos es menor en los alimentos ecolégicos, por ejemplo en tomates (Juroszek et al., 2009),
aunque hay también otros estudios que dicen que, por ejemplo en zanahorias, el contenido en
nitratos es mayor en las de cultivo organico que en las de cultivo convencional (Hoogenboom
et al., 2008; Malmauret et al., 2002).

c) Creencias populares: Entre los consumidores existe la percepcidon de que los alimentos
procedentes de la agricultura ecoldgica poseen una mayor calidad nutricional. Sin embargo, a

pesar de existir muchos estudios evaluando diferencias en la composicion de alimentos
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ecoldgicos y convencionales, los resultados no son definitivos. Mientras algunos estudios
afirman que el contenido en vitamina C es mayor en ciertos alimentos procedentes de
agricultura ecoldgica, por ejemplo en tomates (Borguini, 2006; Chassy et al., 2006) y en
melocotones (Carbonaro et al.,, 2002), otros estudios afirman que los ecoldgicos contienen
valores similares o menores que los convencionales, por ejemplo en tomates (Barrett et al.,
2007), brécoli (Wunderlich et al., 2008), pimiento (Chassy et al., 2006), manzanas (Weibel et al.,
1999), maiz (Warman y Havard, 1998) o peras (Carbonaro et al., 2002).

Respecto al contenido en carotenoides, se han determinado mayores concentraciones en
pimiento, ciruelas y tomates organicos (Chassy et al., 2006; Lombardi-Boccia et al., 2004;
Pérez-Lopez et al., 2007). Sin embargo, otros estudios han determinado valores mds bajos o
similares de carotenoides en tomates (Borguini, 2006; Rossi et al., 2008), pimiento (Del Amor
et al., 2008) mostaza y col rizada chinas, lechuga y espinaca (Ismail y Fun, 2003) de cultivo

ecoldgico respecto a los de cultivo convencional.

También se han realizado estudios comparando el contenido fendlico de alimentos ecoldgicos
con sus homdlogos convencionales. Mientras algunos afirman que el contenido en fenoles es
mayor en los alimentos ecoldgicos (Asami et al., 2003; Carbonaro et al., 2002; Caris-Veyrat et
al. , 2004; Chassy et al., 2006; Mitchell et al., 2007; Ren et al., 2001; Valavanidis et al., 2009;
Vallverdd-Queralt et al., 2011; Young et al., 2005; Wang et al., 2008), otros dicen que no hay
diferencias o incluso que los alimentos de cultivo convencional tienen una mayor
concentracién fendlica (Chassy et al., 2006; Hakkinen y Torronen, 2000; Lombardi-Boccia et al.,
2004; Luthria et al., 2010; Raigdn et al., 2010; Roussos y Gasparatos, 2009; Singh et al., 2009).

En la comparacion sensorial de los productos orgdnicos y convencionales, continua habiendo
estudios contrapuestos. Weibel et al. (1999) compararon desde el punto de vista sensorial
manzanas Golden Delicious de cultivo ecoldgico y convencional, siendo las del primer tipo las
que obtuvieron una puntuacién mas alta en el test. Evers (1989) comparé el sabor y la textura
de zanahorias ecoldgicas y convencionales, obteniendo mejor puntuacién en textura las
zanahorias ecoldgicas y mejor sabor las convencionales. De la misma manera, Haglund et al.
(1998) observaron que tenian mejor sabor las zanahorias convencionales que las ecoldgicas,
mientras que Carvalho et al. (2005) concluyeron que las zanahorias de cultivo ecoldgico tenian

mejor sabor que las de cultivo convencional.

En olivas y aceites de oliva, no existen muchos estudios sobre la influencia del cultivo orgdnico
o convencional. Gutiérrez et al. (1999) compararon aceites de oliva de la variedad Picual
procedentes de olivas de cultivo ecolégico y de cultivo convencional durante una campafia
oleicola. Observaron que el aceite de oliva ecoldgico tenia valores menores de acidez y
perdxidos, mayor valor en estabilidad y una mayor puntuacion en el andlisis sensorial. Ademas,
en el perfil de 4cidos grasos, el aceite organico contenia un mayor porcentaje de acido oleico y

menor de linoleico respecto al aceite convencional. El contenido en a-tocoferol en el aceite
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organico fue 1.3 veces mayor que en el aceite convencional, y el aceite ecoldgico contenia una
mayor cantidad de fenoles. En el contenido en esteroles, el contenido en A-5 avenasterol fue
significativamente mayor en el aceite convencional. Asi, los autores afirmaron que el aceite de

oliva ecoldgico era de mayor calidad que el convencional.

En un estudio posterior, Ninfali et al. (2008) compararon aceites de las variedades de oliva
Leccino y Frantoio de cultivo ecoldgico y convencional durante 3 campafas oleicolas.
Encontraron diferencias significativas en algunos de los pardmetros estudiados como acidez y
peroxidos, pero éstas no fueron consistentes a lo largo de las tres campanas estudiadas. De la
misma manera, se detectaron diferencias entre las concentraciones en fenoles, tocoferoles y
compuestos volatiles pero sélo en algunas campafas, mientras que en otras no se encontraron
o fueron contrarias. Asi, estos autores concluyeron que el tipo de cultivo no afectaba de una
manera consistente en la calidad del aceite de oliva estudiado, y que otros factores como la

variedad o la diferencia entre campanas tenian un efecto mas claro.

Bendini et al. (2006) estudiaron 24 muestras de aceite de oliva virgen de cultivo convencional,
de producciéon integrada y de produccidn ecoldgica durante dos campafias oleicolas,
determinando los valores para los pardmetros de estabilidad oxidativa, fenoles y presencia de
metales. Evaluar la presencia de metales como cadmio, plomo, cobre o zinc, siempre en
concentraciones de trazas, es interesante debido a que pueden catalizar la oxidacidn del aceite
(Keceli et al., 2002). Algunos autores habian evaluado anteriormente las diferencias en el
contenido de minerales y metales en vegetales y cereales de cultivo ecoldgico y convencional
(Woese et al.,, 1997, Worthington, 2001), observando que los alimentos de produccion
ecoldgica contenian menor concentracién en minerales y en metales pesados comparando con
los de cultivo convencional. Por tanto, en el estudio de Bendini et al. (2006) quisieron
comprobar si el aceite de oliva virgen contenia una menor cantidad de metales pesados que el
de cultivo convencional, y si esto mejoraba su estabilidad oxidativa. En este estudio
concluyeron, después del analisis estadistico de los datos obtenidos, que no se podian
diferenciar los aceites segln el tipo de cultivo (convencional, produccion integrada y ecoldgica)

de acuerdo a los parametros estudiados.

Samman et al. (2008) estudiaron el perfil de acidos grasos de aceites de oliva convencionales y
ecoldgicos australianos, y no encontraron una tendencia general en la composicidon en acidos
grasos segun el tipo de cultivo. En otro trabajo similar, Dolgun et al. (2010) compararon aceites
de oliva de cultivo ecolégico y convencional de las variedades Gemlik y Memecik, analizando
los parametros de calidad (acidez, perdxidos, Ky3, y pigmentos totales) ademas de su perfil de
acidos grasos, contenido en tocoferoles y fenoles. Los resultados mostraron que no habia
diferencias significativas generalizables en los valores de los diferentes parametros segun el
tipo de cultivo, sélo encontrandose diferencias en el contenido de 4cido oleico, que fue mayor

en el aceite ecoldgico que en el convencional.
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La elaboracién de aceites singulares, en los que ademas de la produccién ecoldgica se realiza
un tratamiento del deshuesado del fruto previo a la extraccién, fue estudiada por Ranalli y
Contento (2010). Estudiaron el efecto de deshuesar la oliva en una mezcla de algunas
variedades italianas (Cerasola, Cellina di Nardo, Ogliarola Salentina, Ogliarola Barese, Coratina
y Fasola) de cultivo ecoldgico y convencional. Comparando los valores del aceite de produccién
ecoldgica o convencional elaborado con el fruto entero, que es la practica habitual, observaron
qgue el aceite ecolégico tenia una mayor concentracion de compuestos volatiles, fenoles y a-
tocoferol, mientras que no encontraron diferencias en el contenido en esteroles, clorofilas y B-

caroteno.

Anastasopoulos et al. (2011) evaluaron aceites de la variedad Koroneiki de produccién
ecolégica y convencional a diferentes estados de maduracién durante cuatro campafias
oleicolas. Observaron que los aceites ecolédgicos fueron en general de una calidad superior
comparados con los convencionales, sobretodo en un mayor contenido en compuestos
fendlicos. No obstante, los resultados indicaron que la composicion del aceite es muy variable

segun el estado de maduracién y el efecto campaiia.

49



ANTECEDENTES

50



3. OBJETIVOS



OBJETIVOS

3. OBJETIVOS

Esta tesis es fruto de las actividades desarrolladas en dos proyectos de investigacién llevados a

cabo por la Unidad de Antioxidantes del Departamento de Tecnologia de Alimentos.

a) Metabolismo de clorofilas y fenoles en frutos de olivo: implicacion en el perfil
intrinseco de componentes menores del aceite de oliva virgen. Estudio de la fraccidn
fendlica. Programa Nacional de Recursos y Tecnologias Agroalimentarias (AGL)
AGL2007-66139-C02-02.

b) Estudio comparativo plurianual para la evaluacion de la composicién, calidad
nutricional y perfil organoléptico del aceite de oliva virgen obtenido a partir de olivas
cultivadas en la provincia de Lleida mediante técnicas de produccidon ecoldgica y
técnicas tradicionales. Ayudas para Proyectos de Investigacién de la Universitat de
Lleida.

El objetivo general persigue alcanzar un mayor conocimiento de la composicién de los aceites

de oliva en funcion de parametros relacionados con el sistema de cultivo y la variedad, con el

fin de poder diversificar la oferta comercial.

Bajo este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Avanzar en la metodologia analitica para el conocimiento del perfil fenédlico de la oliva.

Identificar el metabolismo de los compuestos fendlicos secoiridoides en la pulpa de

frutos de las variedades Arbequina y Hojiblanca.

Estudiar la evolucién de compuestos flavonoides y lignanos a lo largo de la maduracién

del fruto.

Analizar el papel de la enzima B-glucosidasa en el fruto y su intervencién en la

transformacién de los compuestos fendlicos de la oliva y del aceite

Comparar el perfil de fenoles en frutos de produccién ecoldgica y tradicional.

Caracterizar y evaluar la calidad del aceite de oliva virgen procedente de frutos de la
variedad Arbequina cultivados mediante técnicas de produccién ecoldgica

comercializados en la provincia de Lleida.

Caracterizar aceites de variedades en retroceso para analizar su potencialidad de cara
a diversificar la oferta de de aceites de oliva virgen extra, tanto de produccion

ecolégica como convencional.
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4. PLAN DE TRABAJO

El plan de trabajo ha consistido en:

1) Revision bibliografica

2) Disefio de los experimentos sobre la base de los objetivos

3) Localizacidn de parcelas y almazaras

4) Toma de muestras

4) Analisis de olivas, extraccidn de aceites y realizacién de las determinaciones

analiticas

5) Andlisis estadistico de resultados

6) Redaccién del documento de tesis doctoral y de las publicaciones cientificas y

comunicaciones a congresos.

La organizacion de las experiencias se resume

en el siguiente cuadro:

2008/09 2009/10 2010/11 2011/12
Actividad 1 Actividad 2
Cultivo tradicional Cultivo ecolégico y
Arbequina-Hojiblanca tradicional
Andalucia Arbequina
Andalucia
Actividad 2 Actividad 2y 3
Cultivo ecolégico y Cultivo ecolégico y
tradicional tradicional
Arbequina Arbequina
Lleida Lleida
Actividad 4 Actividad 4
Calidad de aceites de  Calidad de aceites de
produccidn ecoldgica produccion ecoldgica
Arbequina Arbequina
Lleida Lleida
Actividad 5 Actividad 5 Actividad 6
Recuperacién de Recuperacion de Recuperacién de
variedades variedades variedades
Moli dels Torms Moli dels Torms Slow Food
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. EXPERIENCIAS SOBRE EL FRUTO
5.1.1. LOCALIZACION DE LAS PARCELAS

Los estudios se han llevado a cabo con frutos del olivo de las variedades Arbequina vy
Hojiblanca durante dos campanias oleicolas. Se ha analizado frutos de la variedad Arbequina y
Hojiblanca de cultivo convencional procedentes de olivos situados en la Estacién Experimental
de Cabra, en la comarca Subbética, provincia de Cdérdoba; frutos de la variedad Arbequina de
cultivo ecolégico y de cultivo convencional de dos plantaciones comerciales situadas en el
término municipal de Els Torms, en la comarca de Les Garrigues; y frutos de la variedad
Arbequina de cultivo ecoldgico y de cultivo convencional de la finca “Molino de Vacas” situada
en Ecija (Sevilla). La Tabla 5 presenta un resumen de la zona y variedad muestreada en cada
una de las campafias estudiadas. En la Figura 15, se muestra una fotografia aérea de la

localizacién de las parcelas de cultivo de olivo ecoldgico y convencional situadas en Els Torms.

Tabla 5. Zona de cultivo, variedad y tipo de cultivo de las muestras de fruto en las campafias
2008/09 y 2009/10.

2008/09 2009/10
ECOLOGICO  TRADICIONAL ECOLOGICO  TRADICIONAL
ARBEQUINA
LLEIDA Els Torms X X X X
ARBEQUINA
ANDALUCIA Cabra X
HOJIBLANCA
ANDALUCIA Cabra X
ARBEQUINA
ANDALUCIA Ecija X X

Parcela cultivo
convencional

Parcela cultivo

ecoldgico

Figura 15. Fotografia aérea de las parcelas situadas en Els Torms (Lleida).
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5.1.2. CARACTERIZACION CLIMATICA

El clima de la comarca de Les Garrigues es mediterrdneo continental seco, con una
precipitacién media anual escasa, entre 400 y 450 mm, produciéndose los maximos en
primavera y otofio y los minimos en invierno y verano. Por lo que concierne a la temperatura,
los inviernos son frios, con medias de 4 a 5 °C, sobretodo debido a la inversién térmica y las
nieblas persistentes, y los veranos son muy calurosos, con medias de 24 a 25 °C, siendo la
amplitud térmica anual alta o muy alta. Suelen producirse heladas de octubre a mayo (Servei

Meteorologic de Catalunya, 2012).

El clima de la comarca Subbética y de la comarca de Ecija son similares, debido a su proximidad.
Se pueden considerar también clima mediterraneo continental pero con influencia atlantica. La
penetracion de la influencia ocednica por el oeste tiene lugar preferentemente en invierno
pero no tanto en verano. En verano tiende a imponerse un régimen de levante en la regién,
por lo que las influencias atldnticas se reducen al maximo; ello explica el caracter muy calido y
seco de los veranos de esta zona, en donde las temperaturas medias de julio y agosto superan
los 28 °C con temperaturas mdaximas muy altas, que superan casi siempre los 35 °C. Los
inviernos, aunque suelen ser suaves por la penetracién de las influencias ocednicas, son algo
mas frescos que en las zonas costeras, con medias de 11-12 °C. La precipitacién anual es
escasa, con una media de 500-550 mm, concentrandose las precipitaciones en los meses de

noviembre y diciembre (Agencia Estatal de Meteorologia, 2012).
En la Tabla 6, se pueden observar los datos climaticos correspondientes a los afios de estudio.

Tabla 6. Datos climaticos correspondientes a los afios 2008 y 2009 en Cabra (Cérdoba), Ecija

(Sevilla) y Els Torms (Lleida).

Cabra Ecija La Granadella
(Cérdoba) (Sevilla) (Lleida)
2008 2009 2008 2009
T media (°C) 16.3 18.4 13.3 14.4
T maxima absoluta (°C) 39.4 43.0 34.5 35.7
T minima absoluta (°C) -1.7 -3.5 -5.7 -6.7
Precipitacidon acumulada (mm) 687.6 569.2 395.8 430.5

5.1.3. MATERIAL VEGETAL

La variedad Arbequina se caracteriza por su resistencia al frio, vigor reducido, tamafio pequefio
de sus frutos y buen rendimiento graso (20-22%). Es una variedad de gran interés por sus
excelentes caracteristicas organolépticas y por el buen comportamiento agronémico del arbol
(Romero et al., 2008). El origen de esta variedad esta localizado en Arbeca, municipio situado

en la provincia de Lleida, donde su cultivo se inicid en el siglo XVI. Es la variedad mas extendida
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en Cataluiia, aunque también se cultiva tradicionalmente en las provincias de Huesca y
Zaragoza. Actualmente, su cultivo estd extendido por muchas zonas olivareras de Espaiia y del
mundo, no sdlo por la calidad de los aceites, sino también porque el porte del arbol hace que

su adaptacién a los sistemas de cultivo semiintensivos e intensivos sea excelente.

La variedad Hojiblanca es la variedad dominante al sur de la provincia de Cérdoba, y parte de
Malaga y Granada. Es una variedad considerada con doble aptitud, es decir, que se utiliza
tanto para la obtencién de aceite como para su aderezo como aceituna de mesa. Sus frutos
son de un tamafio grande con bajo contenido en aceite (17%), aunque apreciado por su calidad.
El fruto tiene gran resistencia al desprendimiento, lo que dificulta su recoleccién mecanizada.
(Barranco, 2004).

5.1.4. TOMA DE MUESTRAS
5.1.4.1. Muestreo de frutos durante la maduracién en la campaifia 2008/09

Durante la campafia 2008/09, y en colaboracidn con el Instituto de la Grasa - CSIC de Sevilla, se
tomaron muestras de fruto de las variedades Arbequina y Hojiblanca de la Estacién
Experimental de Cabra (Cdrdoba), con tal de evaluar el contenido fendlico y las rutas
implicadas en su biosintesis y catabolismo. Se realizaron 13 muestreos, tomando frutos
regularmente cada 15 dias de cinco arboles seleccionados para cada variedad y siempre a la
misma hora, entre las 10:00 y las 11:00. Las fechas de los muestreos para ambas variedades se

muestran en la Tabla 7.

Durante esta campafia, también se tomaron frutos de la variedad Arbequina de cultivo
ecoldgico y de cultivo convencional de las fincas situadas en Els Torms (Lleida), con tal de
evaluar la composicion fendlica a diferentes estados de maduracidon comerciales y segun el
tipo de cultivo. Se realizaron 4 muestreos sobre 20 arboles seleccionados para cada tipo de
cultivo y siempre a la misma hora, entre las 10:00 y las 11:00. Las fechas de los muestreos y el

grado de madurez para ambos tipos de cultivo se pueden observar en la Tabla 8.
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Tabla 7. Tabla descriptiva de los muestreos de olivas de cultivo convencional de las variedades

Arbequina y Hojiblanca realizados en Cérdoba durante la camparia 2008/09.

Numero de
muestreo Fecha
1 30/06/2008
2 14/07/2008
3 28/07/2008
4 11/08/2008
5 28/08/2008
6 08/09/2008
7 22/09/2008
8 06/10/2008
9 20/10/2008
10 03/11/2008
11 17/11/2008
12 01/12/2008
13 15/12/2008

Tabla 8. Tabla descriptiva de los muestreos de olivas de cultivo ecolégico y convencional de la

variedad Arbequina realizados en Lleida durante la campafia 2008/09.

NiUmero de indice de
Fecha
muestreo madurez
1 15/10/2008 3
2 27/10/2008 4
3 12/11/2008 5
4 05/12/2008 6

5.1.4.2. Muestreo de frutos durante la maduracién en la campafia 2009/10

Durante la campafia 2009/10, y en colaboracién del Instituto de la Grasa-CSIC de Sevilla, se
tomaron muestras de fruto de la variedad Arbequina de cultivo ecoldgico y de cultivo
convencional de la finca situada en Ecija (Sevilla) y de la finca de Els Torms (Lleida), con el
objetivo de comparar la composiciéon fendlica segin zona y tipo de cultivo. En Sevilla se
realizaron 14 muestreos distribuidos cada 15 dias, mientras que en Lleida fueron 22 muestreos
con frecuencia semanal. Se seleccionaron 5 arboles para cada variedad, tipo de cultivo y zona.
Los muestreos se realizan a la misma hora, entre las 10:00 y las 11:00. Las fechas de los

muestreos para ambos tipos de cultivo estan detalladas en la Tabla 9.
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Tabla 9. Tabla descriptiva de los muestreos de olivas ecoldgicas y convencionales de la

variedad Arbequina realizados en Sevilla y en Lleida durante la campafia 2009/10.

Muestreos en Sevilla Muestreos en Lleida

Numero de Numero de
muestreo Fecha muestreo Fecha
1 15/06/2009 1 18/06/2009
2 30/06/2009 2 26/06/2009
3 13/07/2009 3 02/07/2009
4 27/07/2009 4 09/07/2009
5 10/08/2009 5 16/07/2009
6 24/08/2009 6 22/07/2009
7 07/09/2009 7 29/07/2009
8 21/09/2009 8 05/08/2009
9 05/10/2009 9 12/08/2009
10 19/10/2009 10 19/08/2009
11 03/11/2009 11 26/08/2009
12 16/11/2009 12 02/09/2009
13 30/11/2009 13 09/09/2009
14 14/12/2009 14 16/09/2009
15 23/09/2009
16 01/10/2009
17 07/10/2009
18 14/10/2009
19 21/10/2009
20 28/10/2009
21 04/11/2009
22 11/11/2009

5.2. EXPERIENCIAS SOBRE EL ACEITE
5.2.1. TOMA DE MUESTRAS
5.2.1.1. MUESTREO DE ACEITES DE ARBEQUINA ECOLOGICOS COMERCIALES

Se realizé un muestreo de aceites ecoldgicos comerciales de la variedad Arbequina de la
provincia de Lleida durante dos campafias consecutivas. Para ello, se adquirieron 8 muestras
de la campafa 2009/10 y 11 muestras de la campafia 2010/11 de este aceite en almazaras
reconocidas por el Consejo Catalan de Produccidn Agraria Ecoldgica (CCPAE), se alicuotaron en
recipientes mas pequenos y se conservaron a 4 °C, privadas de luz y aire, hasta el momento de

su analisis. Los analisis que se llevaron a cabo en estas muestras fueron acidez, indice de
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perdxidos, indices espectrofotométricos, composicion en dacidos grasos, estabilidad,
coordenadas cromaticas, contenido en pigmentos totales, perfil pigmentario, contenido en
fenoles totales, perfil fendlico (extraccién mediante el método A e identificacion y
cuantificacion por HPLC-DAD, que se explicardan mas adelante, en el apartado 5.3.2.13.) y

contenido en a-tocoferol.
5.2.1.2. MUESTREO DE ACEITES ECOLOGICOS MONOVARIETALES

El muestreo de aceites ecoldgicos monovarietales se llevdo a cabo durante dos campaiias
consecutivas, 2009/10 y 2010/11. Se tomaron muestras de olivas de la zona de Les Garrigues
de las variedades Negral, Verdal, Manganenc, Grossal y Arbre Blanc, provistas por “El Moli dels
Torms” durante los meses de Noviembre de 2009 y de 2010 (Tabla 10). De la variedad Arbre
Blanc sélo se pudo obtener muestra en 2009, ya que estd variedad sufre una veceria muy
pronunciada, no pudiéndose recolectar fruto en 2010. En 2010 se incorpord al estudio la
variedad Becarut. Una vez en laboratorio, se determinaron los pardmetros en fruto (indice de
madurez, humedad del fruto y contenido en aceite). Posteriormente, se extrajo el aceite
mediante el sistema Abencor, y una vez obtenido, se determinaron los pardmetros del aceite,
que fueron acidez, indice de perdxidos, indices espectrofotométricos, composicion en acidos
grasos, estabilidad, coordenadas cromaticas, contenido en pigmentos totales, perfil
pigmentario, contenido en fenoles totales, perfil fendlico (extraccion mediante el método A e
identificacion y cuantificaciéon por HPLC-DAD, que se explicaran mads adelante, en el apartado

5.3.2.13) y contenido en a-tocoferol.

Tabla 10. Aceites monovarietales ecoldgicos muestreados durante las campafias 2009/10 y
2010/11.

Campafia 2009/10 Campaiia 2010/11
Negral Negral
Verdal Verdal

Mang¢anenc Mang¢anenc
Grossal Grossal
Arbre Blanc Becarut

5.2.1.3. MUESTREO DE ACEITES ECOLOGICOS DE VARIEDADES EN RECUPERACION (SLOW
FOOD)

Durante la campafia 2011/12, se realizd un muestreo de aceites de una variedades de olivo
que el movimiento Slow Food estd caracterizando. Los arboles de estas variedades se
encuentran en la Vall d’Ager, comarca de La Noguera (Lleida) y son variedades secundarias que
el movimiento esta intentando recuperar para su valorizacion. En esta campaiia, se obtuvieron

19 muestras de aceite de 15 variedades diferentes. Estos aceites fueron elaborados mediante
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el sistema Abencor y se tomaron datos de la humedad de la pasta, el contenido en grasa y el
rendimiento Abencor. Por otra parte, se tomaron muestras de los aceites resultantes y se
determinaron los parametros de acidez, indice de perdxidos, indices espectrofotométricos,
composicion en dacidos grasos, estabilidad, contenido en pigmentos totales, contenido en
fenoles totales, perfil fendlico (extraccion mediante el método B e identificacion vy
cuantificacion por HPLC-ESI-MS/MS, que se explicardan mas adelante, en el apartado 5.3.2.13),

contenido en a-tocoferol y capacidad antioxidante ORAC.
5.3. METODOS ANALITICOS

5.3.1. METODOS ANALITICOS EN FRUTO

5.3.1.1. DETERMINACION DEL iNDICE DE MADUREZ

Se determina de acuerdo a la escala propuesta por la Estacidn de Olivicultura y Elaiotecnia de
Jaén (Hermoso et al., 1991). Esta determinacion se basa en el color de la piel y de la pulpa del

fruto.

Para llevarla a cabo, se toman 100 frutos al azar del total que componen la muestra, y se

clasifican seglin una escala basada en 7 niveles de pigmentacién (Tabla 11).

Tabla 11. Escala para la determinacién del indice de madurez en olivas.

Color de la oliva Nivel de pigmentacion

Piel verde-intensa 0
Piel verde-amarilla

Piel con manchas rojizas en menos de la mitad del fruto
Piel con manchas rojizas o violeta claro en todo el fruto
Piel negra con pulpa entera blanca

Piel negra con pulpa morada sin llegar a la mitad

Piel negra con pulpa morada sin llegar hasta el hueso

N o o A WOWN

Piel negra con pulpa morada en su totalidad

Se cuentan el nimero de frutos para cada categoria (A: nimero de frutos para la categoria 0; B:
numero de frutos para la categoria 1, y asi sucesivamente hasta H: nimero de frutos para la

categoria 7). El indice de madurez (IM) se calcula aplicando la siguiente féormula:

_A-0+B-1+C-2+D-3+E-4+F-5+G-6+H -7
100

IM
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5.3.1.2. CALCULO DEL PORCENTAIJE DE HUESO

Se pesan aproximadamente 50 g de olivas y se deshuesan. Los huesos se colocan en una
solucién NaOH al 1% en agitacion durante doce horas. Transcurrido ese tiempo, se dejan secar
en estufa a 25 °C durante toda una noche, y se colocan en el desecador durante unas cuatro

horas, para pesarlos posteriormente. El porcentaje de hueso se calcula como:

masa huesos (g)

Humedad (%) = 100

masa olivas enteras (g )

5.3.1.3. HUMEDAD DE LA PULPA

La humedad de la pulpa de la oliva se calcula por la pérdida de masa después de la
deshidratacién de ésta en una estufa a 105 °C. Para ello, se pesa 5-10 g de pulpa de oliva con
una precision de 0.1 mg (My,) sobre una capsula tarada (Mp) en una balanza analitica (Mettler
AJ150, Mettler Toledo, Barcelona, Espaia). La capsula se coloca en la estufa a 105 °C hasta su
deshidratacidon. A continuacion se enfria dentro del desecador y se vuelve a pesar (M,). La
humedad de la pulpa se calcula haciendo uso de la siguiente formula:

-M

Mh K
Humedad (%) = ——
Mh _Mo

100

5.3.1.4. OBTENCION DEL POLVO ACETONICO

Las enzimas pueden ser aisladas de los tejidos de la oliva mediante una deshidratacién con
acetona, quedando un residuo sélido bastante estable denominado polvo acetdnico. Para
obtener un buen rendimiento en la precipitacidn es necesaria la homogeneizacién de la pulpa

de oliva con acetona.

El método utilizado para la obtencidn del polvo acetdnico se basa en el de Minguez-Mosquera
et al. (1994). Se toman 25 g de pulpa de oliva y se trituran con un homogeneizador Polytron
(Kinematica AG, Lucerna, Suiza) junto con 500 mL de acetona a -20 °C. Seguidamente, se deja
macerar durante 15 minutos en el congelador a -20 °C y se separa el sobrenadante por
decantacion. El residuo sdlido se vuelve a tratar con 200 mL de acetona a -20 °C, y se repite la
operacion tantas veces como sea necesario hasta que el sobrenadante no tenga color
(normalmente, 4 extracciones son suficientes). Finalmente, se recupera el precipitado
mediante filtracién al vacio y se deja secar a temperatura ambiente. Se conserva en un vial

cerrado a -80 °C hasta el momento de su uso.
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5.3.1.5. ACTIVIDAD ENZIMATICA B-GLUCOSIDASA

La medida de la actividad B-glucosidasica se realiza segln el método descrito por Romero-
Segura et al. (2009) con algunas modificaciones. Este método se basa en la monitorizacion de
la formacion de p-nitrofenol a través de la lectura de la absorbancia a 405 nm. En un tampdn
de reaccion adecuado, la enzima B-glucosidasa contenida en el polvo acetdnico, rompe el
enlace glucosidico de una molécula sintética anadida, el glucésido p-nitrofenil-B-D-

glucopiranésido (pNPG), liberando el p-nitrofenol.

Como paso previo a la reaccidon enzimatica, se prepara un extracto liquido de la enzima. Para
ello, se pesa 0.25 g de polvo acetdnico al que se afiade 17.5 mL de tampdn borato sédico 0.1
mol/L a pH 9.0, que contiene acido etilendiamino tetraacético (EDTA) a una concentracién de 5
mmol/L, fluoruro sulfonil de fenilmetano (PMSF) a una concentracién de 1 mmol/L y
ditiotreitol (DTT) al 0.25% (p/v). EDTA, PMSF y DTT fueron provistos por Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

Para la monitorizacion de la reaccién, se afiade 100 pL del extracto enzimatico a 1 mL de
tampdn fosfato 50 mmol/L a pH 5.5, que contiene pNPG a una concentracion de 15 mmol/L. La
mezcla de reaccién se incuba directamente en una cubeta de vidrio 6ptico a 50 °C durante 1
minuto y se mide la absorbancia a 405 nm. El espectrofotdmetro utilizado fue Unicam UV300
(Termo Spectronic, Rochester, NY, USA). El pNPG fue adquirido en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

En todos los ensayos enzimaticos, se lleva a cabo en paralelo un blanco de la reaccion. Para
ello, se inactiva la enzima calentando el extracto enzimdatico durante 1 hora a 100 °C, y es este

extracto inactivado el que se afiade al tampdn de reaccién.

Los resultados se expresan en pKat/g de polvo acetdnico, que se definiria como la cantidad de

enzima que hidroliza 1 umol de pNPG por segundo y por g de polvo acetdnico.

Se calculé el coeficiente de extincién molar (€) para el p-nitrofenol en el medio de reaccién,
calculando la absorbancia con diferentes concentraciones de p-nitrofenol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). El valor obtenido fue € = 630.8 Mt em™

5.3.1.6. LOCALIZACION IN SITU DE LA ENZIMA B-GLUCOSIDASA

La localizacion de la enzima B-glucosidasa en la célula se basa en la hidrdlisis por parte de esta
enzima de un sustrato sintético llamado 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucopirandsido (X-Glc),
que tiene la propiedad que cuando es hidrolizado, genera un precipitado insoluble de color

azul en las células.

En cada muestreo, se seccionan 5 frutos inmediatamente después de su recoleccién, mediante

el uso de un vibrotomo (Leica VT 1000S, Solms, Alemania). Para cortar la oliva, ésta se sumerge
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en el bafio del vibrotomo que previamente se ha llenado con tampdn fosfato 50 mM pH 6.5 a 4
°C. De cada fruto, se cortan 5 laminas de 80 um de grosor. Posteriormente, cada ldmina se
incuba sumergida en 1 mL del tampdn de reaccion durante 3 horas a 37 °C, tal y como
describié Mazzuca et al. (2006). El tampdn de reaccidén es tampdn fosfato 50 mM pH 6.5, que
contiene X-Glc 60 uM, ferricianuro potasico 1 mM, ferrocianuro potdsico 1 mM y EDTA 10 mM,
todos ellos provistos por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Es en esta incubacién en la que X-
Glc se deposita en forma de un precipitado azul cuando es hidrolizado por la enzima B-
glucosidasa, precipitado que puede ser observado mediante microscopia dptica.
Paralelamente, se llevan a cabo blancos de reaccion, en los que las ldminas se sumergen en un

tampdn de reaccién de las mismas caracteristicas pero que no contiene X-Glc.

Transcurrido el tiempo de la incubacién, la reaccién se detiene sumergiendo las l[dminas en
tampon fosfato a 4 °C, y se montan en glicerol para su observacion a 40x, 100x, 400x y 1000x.
Se utilizé un microscopio dptico Leica DM2000 y las imagenes fueron capturadas mediante una
camara digital Leica DFC290.

5.3.1.7. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN LA PULPA
5.3.1.7.1. EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Inmediatamente después de la recoleccion de las olivas, éstas se deshuesan con un
deshuesador de mano y la pulpa se vierte sobre nitrégeno liquido. El producto congelado se

liofiliza en un equipo Lyobeta (Telstar, Terrassa, Espafia).

Para la extraccién de los compuestos fendlicos, se siguié la metodologia de Rios y Gutiérrez-
Rosales (2010). Se pesa 1 g de pulpa liofilizada y se le afiade 15 mL de la mezcla etanol:agua
(80:20, v/v) y 1 mL de una solucidn de acido p-hidroxifenil acético (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a una concentracidén de 50 mg/L en metanol, que se utilizard como patrén interno (IS).
Todo se homogeneiza con un homogeneizador (Polytron, Kinematica AG, Lucerna, Suiza)
durante 4 minutos, manteniendo la muestra siempre sumergida en un bafio con agua y hielo.
Se centrifuga a 38400g y 4 °C durante 15 minutos. Seguidamente, se recoge el sobrenadante
en un matraz y se reextrae el residuo sdlido, hasta un total de tres veces. Se unen los 3
sobrenadantes y se centrifugan a 0 °C durante 15 minutos, y se filtra el extracto a vacio. El
extracto liquido se rotavapora hasta la completa eliminacion del etanol y se lava 3 veces con
15 mL de n-hexano para la eliminacion de la grasa y los pigmentos. Sequidamente, se vuelve a
rotavaporar para eliminar el residuo de n-hexano y se lleva a un volumen final de 25 mL con
agua:metanol (70:30, v/v). Metanol, etanol y n-hexano fueron adquiridos en Scharlau Chemie
(Barcelona, Espafna). El agua utilizada fue de calidad Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, MA,
USA).

Los resultados de las experiencias sobre metabolismo de la fraccion fendlica se comparan con

los resultados de las experiencias paralelas llevadas a cabo en Sevilla. En dichas muestras, los
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extractos fueron procesados en el Instituto de la Grasa siguiendo la misma metodologia y

fueron enviados a nuestro laboratorio para los analisis cromatograficos.
5.3.1.7.2. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION POR HPLC-ESI-MS/MS

El analisis de los extractos fendlicos se lleva a cabo mediante HPLC acoplado a un detector de
fotodiodos (PDA) y a un detector MS/MS. El equipo estd formado por un cromatégrafo
AcQuity™ UPLC equipado con una bomba binaria Waters (Milford, MA, USA). La columna
utilizada es una Sunfire Cy5 (4.5 x 150 mm, 3.5 um) también de Waters. El detector de masas-
masas utilizado es un triple cuadrupolo TQD™ (Milford, MA, USA) estando todo controlado por

el software MassLynx 4.1.

Durante el andlisis, la columna se mantiene a 30 °C y el flujo es 0.8 mL/min. Las fases mdviles
son una mezcla de agua: acido férmico (99.9:0.1, v/v) como fase A y metanol como fase B. El
acido formico y el metanol fueron adquiridos en Scharlau Chemie (Barcelona, Espafia),
mientras que el agua utilizada fue de calidad Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). El

gradiente que se utiliza se puede observar en la Tabla 12.

Tabla 12. Gradiente utilizado para la identificacidn y cuantificacion de compuestos fendlicos en

extractos de pulpa de oliva mediante HPLC-ESI-MS/MS.

Tiempo (min) % Fase A % Fase B
1 0 90 10
2 45 65 55
3 45.1 0 100
4 50 0 100
5 55 90 10
6 60 90 10

El volumen de inyeccion son 10 pl y todas las muestras se filtran previamente por membranas

de 0.22 um de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Tecknokroma, Barcelona, Espafia).
Las condiciones de trabajo en el equipo cromatografico son:

o Deteccién en PDA: 278 y 339 nm.

e Técnica de ionizacién: electroespray (ESI)

e Modo de ionizacidn: positivo para las cianidinas; negativo para el resto de fenoles
e Adquisicién de datos: selected reaction monitoring (SRM)

e Voltaje capilar: 3 kV

e Temperatura de la fuente: 150 °C

e Flujo de gas en el cono: 80 L/h

e Flujo de gas de desolvatacion: 800 L/h
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e Temperatura de desolvatacion: 400 °C.
e Gases de nebulizacién y colision: nitrégeno (>99% pureza) y argdén (>99% pureza),

respectivamente.

Los voltajes de cono y las energias de colisién son optimizadas mediante la infusién de una
solucién estandar de 10 mg/L de cada compuesto analizado en una mezcla metanol:agua
(50:50; v/v). En primer lugar, se realiza un full-scan para seleccionar los valores mas
abundantes de m/z, y se optimiza el voltaje de cono. En todos los casos, los iones [M — H]
fueron los mas abundantes, excepto para las cianidinas, en las que los mas abundantes fueron
los iones [M — H]". Estos iones se toman como iones precursores, y seguidamente, se estudian
las energias de colisién para seleccionar los iones producto mds abundantes. En este punto,
para cada compuesto analizado, se selecciona la transicién (ién precursor > ién producto)
sensible para la cuantificacion, y la segunda transicién para la confirmacion. En la Tabla 13 se
muestran las transiciones MS/MS para la cuantificacion y la confirmacion, ademas del voltaje
de cono y los valores de la energia de colision optimizados para cada uno de los compuestos

analizados.
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Tabla 13. Condiciones optimizadas para el analisis de los compuestos fendlicos mediante HPLC-ESI-MS/MS.

CUANTIFICACION

CONFIRMACION

ION PRECURSOR ION VOLTAJE DE ENERGIA DE COLISION ION VOLTAJE DE ENERGIA DE COLISION
COMPUESTO (m/2) PRODUCTO CONO (V) (eV) PRODUCTO CONO (V) (eV)
acido p-hidroxifenil acético (IS) 151 107 20 10 - - -
ACIDOS FENOLICOS
acido clorogénico 353 191 30 10 127 35 15
acido cumarico 163 119 35 10 117 25 25
acido 3,4-dihidroxibenzoico 153 109 45 15 - - -
acido p-hidroxibenzoico 137 93 20 15 - - -
acido cinamico 147 103 20 10 - - -
acido vainillico 167 123 30 10 152 30 15
vainillina 151 136 20 10 92 20 15
acido cafeico 179 135 35 15 117 35 20
acido ferulico 193 134 30 15 178 30 10
CIANIDINAS
cianidina-rutindsido 595 287 35 20 165 35 25
cianidina-glucésido 449 287 35 15 165 35 25
FENIL ALCOHOLES
hidroxitirosol 153 123 35 10 95 35 25
hidroxitirosol-glucésido 315 153 35 25 123 35 30
tirosol 137 106 40 15 119 40 15
FLAVONOIDES
apigenina 269 117 60 25 151 60 25
apigenina 7-glucésido 431 269 45 25 117 45 30

SOQOLIN ATVIYILVIA
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apigenina-rutinésido 577 269 35 25 117 35 30
eriodictiol-glucésido 449 287 35 15 151 35 20
luteolina 285 133 55 25 151 55 25
luteolina-7-glucésido 447 285 50 25 256 50 35
luteolina-rutindsido 593 285 35 25 133 35 35
metoxiluteolina 299 119 35 15 191 35 20
quercetina-ramndésido 447 301 45 25 151 45 25
rutina 609 301 55 20 179 55 30
LIGNANOS

acetoxipinoresinol 415 151 45 15 235 45 15
acetoxipinoresinol derivado 415 151 45 15 235 45 15
pinoresinol 357 151 40 10 136 40 25
SECOIRIDOIDES Y DERIVADOS

3,4-DHPEA-AC 195 135 30 10 107 30 20
3,4-DHPEA-EDA 319 195 40 5 183 40 10
3,4-DHPEA- EA 377 275 35 10 307 35 10
derivado 3,4-DHPEA-EA 377 197 20 20 135 20 25
hidroxi 3,4-DHPEA-EA 335 199 40 15 225 40 20
metil 3,4-DHPEA-EA 391 255 35 15 225 35 20
6-glucopiranosil oleésido 551 507 35 20 389 35 25
6-glucopiranosil oledsido-

glucdsido 713 551 35 15 507 35 25
6-ramnopiranosil oledsido 535 145 35 20 389 35 25
7-B-1-D glucopiranosil 11-metil

oleésido 567 405 40 15 507 40 10
7-cetologanina 387 225 40 10 197 40 10
acido elendlico 241 139 30 15 165 30 10
acido elendlico-glucdsido 403 179 35 10 139 35 20
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demetiloleuropeina 525 389 35 10 275 35 20
ligustrésido 523 361 35 15 161 35 15
derivado ligustrésido 393 317 40 15 257 40 15
nuzhenida 685 523 50 15 369 50 20
oleésido 11-metil ester 403 179 35 10 241 35 10
oleuropeina + oleurésido 539 377 35 15 275 35 20
derivado oleuropeina 365 229 35 10 185 35 15
oleuropeina-glucésido 701 539 35 20 377 35 25
oledsido 389 345 40 10 209 40 15
p-HPEA-EA 361 291 30 10 259 30 10
p-HPEA-EDA 303 285 30 5 179 30 5
DERIVADO ACIDO

HIDROXICINAMICO

verbascésido 623 461 35 20 161 35 35

SOQOLIN ATVI¥ILVYIN
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La cuantificacién se ha hecho mediante el uso de curvas de calibraciéon con patrones. La
expresion de las unidades se ha adaptado a los objetivos de cada una de las experiencias, por
lo que en algunos casos las concentraciones de los compuestos fendlicos han sido expresados
como concentracién del propio producto y en otros han sido expresados en una cantidad
equivalente de un compuesto de referencia. Para facilitar la lectura de los resultados, en cada
uno de los apartados del capitulo Resultados y Discusién se especifica cdmo se ha expresado la

cuantificacion.
5.3.1.7.3. OBTENCION DE LOS PATRONES

Para cuantificar los compuestos fendlicos, se utilizan estdndares comerciales. Apigenina,
apigenina-7-glu, luteolina, luteolina-7-glu, oleuropeina, hidroxitirosol, tirosol y vainillina fueron
adquiridos en Extrasynthese (Genay, Francia); acido cafeico y acido vainillico fueron adquiridos
en Fluka (Buchs, Suiza); pinoresinol fue adquirido en Arbo Nova (Turku, Finlandia). Sin embargo,
de muchos de los compuestos fendlicos analizados no existen patrones comerciales, asi que
bien se aislan mediante cromatografia semipreparativa o se cuantifican con compuestos con
una estructura lo mas afin a ellos posible. A continuacién, se expone la obtencidn de algunos

derivados secoiridoides que han sido utilizados como patrones de cuantificacion.
5.3.1.7.3.1. OBTENCION DE 3,4-DHPEA-EDA Y OTROS FENOLES

El compuesto 3,4-DHPEA-EDA, la forma dialdehidica del acido elendlico ligada al hidroxitirosol,
se obtuvo por cromatografia semipreparativa, aisldndolo de un extracto de aguas de

vegetacion siguiendo la metodologia de Suarez et al. (2009).

Para conseguir el extracto, se tomd alpeorujo, un subproducto resultante de la extraccion del
aceite de oliva. Después de centrifugarlo a 21600 g a 15 °C durante 10 minutos, se recogié el
sobrenadante, que contiene las aguas de vegetacién del fruto y las aguas del procesado de la
extraccién de aceite y que son la fuente a partir de las que se realiza la extraccion de los
derivados secoiridoides. Para ello, 100 mL de aguas se transfieren a un embudo de
decantacion y se lavan con 15 mL de n-hexano 3 veces para eliminar los lipidos. Seguidamente,
se anaden 25 mL de acetato de etilo y se agita, de manera que los compuestos fendlicos se
transfieren al disolvente organico. Este paso se realiza un total de 3 veces. Se unen las fases de
acetato de etilo y se rotavapora a 30 °C hasta sequedad. El extracto se redisuelve en metanol y
se conserva a -80 °C hasta el momento de su uso. Los disolventes organicos n-hexano, acetato

de etilo y metanol fueron provistos por Scharlau Chemie (Barcelona, Espafia).

Para la separacién de compuestos, se utiliza un cromatdgrafo liquido semipreparativo que se
compone de una bomba binaria Waters 1525EF, un inyector Waters Flexinject, un detector de
absorbancia de A dual Waters 2467 y un colector Waters Fraction Collector Il. La columna
utilizada es una Inertsil ODS-3 (25cm x 10mm, 5um; GL Sciences Inc., Torrance, CA, USA)

equipada con una precolumna Spherisorb S5 ODS-2 (1cm x 4.6mm, 5um; Tecknokroma,
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Barcelona, Espafia). La fase movil que se usa es agua: acido acético (99.8:0.2, v/v) como fase A
y metanol como fase B. El 4cido acético y el metanol fueron adquiridos en Scharlau Chemie
(Barcelona, Espafia), y el agua fue de calidad Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). El
software que dirige el equipo es Breeze (Waters). La deteccion se hace con un detector UV-VIS
que mide la absorbancia a las longitudes de onda 278 y 339 nm. El volumen de inyeccion es

400 pL vy el flujo 5 mL/min. El gradiente utilizado se detalla a continuacion en la Tabla 14.

Tabla 14. Condiciones cromatograficas utilizadas para la obtencién de 3,4-DHPEA-EDA y otros

fenoles mediante cromatografia liquida semipreparativa.

Tiempo (min) % Fase A % Fase B
1 0 95 5
2 2 95 5
3 10 75 25
4 20 60 40
5 30 50 50
6 40 0 100
7 45 0 100
8 48 95 5
9 50 95 5

En un colector de fracciones se recoge el eluido ajustando el tiempo para que coincida con la
salida de cada compuesto fendlico. Las fracciones se evaporan a vacio para eliminar el metanol
y se liofiliza (Lyobeta, Telstar, Barcelona, Espafia) para eliminar el agua. El liofilizado se pesa
para determinar la concentracion del compuesto referida al peso del mismo, se transfiere a un
vial bajo corriente de nitrégeno y se conserva a — 40 °C hasta el momento de su uso como

estandar.

Este mismo procedimiento ha sido utilizado para obtener el derivado de oleuropeina, p-HPEA-

EDA, p-HPEA-EA y acetoxipinoresinol.
5.3.1.7.3.2. OBTENCION DE 3,4-DHPEA-EA

Para obtener el compuesto 3,4-DHPEA-EA, oleuropeina aglicona, se elimina el azicar de
oleuropeina mediante una hidrélisis con enzima B-glucosidasa comercial. Para ello, se
mezclaron en un tubo de ensayo 2mL de oleuropeina (Extrasynthese, Genay, Francia) (5
mg/mL en tampdn citrato), 1 mL de enzima B-glucosidasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(2.5 mg/mL en tampdn citrato) y 2 mL de tampdn citrato (50 mM, pH 5.5), y se incubé durante
1h a 37 °C. Para parar la reaccion, la solucion resultante se enfrid y filtré. La muestra se inyectd
en el cromatégrafo semipreparativo (detallado en el apartado anterior). La columna utilizada

fue una Sunfire Cig (4.6 x 150 mm, 3.5 um; Waters, Milford, MA, USA) equipada con una
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precolumna Spherisorb S5 ODS-2 (10 x 4.6 mm, 5 um; Teknokroma, Barcelona, Espafia). Los
cromatogramas se extrayeron a 278 y 339 nm. La fase moévil utilizada fue agua:acido férmico
(99.8:0.2, v/v) como fase A y metanol como fase B. El 4cido féormico y el metanol fueron
adquiridos en Scharlau Chemie (Barcelona, Espafia), y el agua fue de calidad Milli-Q (Millipore
Corp., Bedford, MA, USA). El flujo fue 1.3 mL/min y el volumen de inyeccién fue 100 pL. El

gradiente utilizado es el que se detalla en la Tabla 15.

Tabla 15. Condiciones cromatograficas utilizadas para la obtencion de 3,4-DHPEA-EA mediante

cromatografia liquida semipreparativa.

Tiempo (min) % Fase A % Fase B
1 0 90 10
2 10 70 30
3 35 45 55
4 35.1 0 100
5 45 0 100
6 50 90 10
7 60 90 10

En un colector de fracciones se recoge el eluido ajustando el tiempo para que coincida con la
salida de la oleuropeina aglicona. La fraccién se evapora a vacio para eliminar el metanol y se
liofiliza (Lyobeta, Telstar, Barcelona, Espafia) para eliminar el agua. El liofilizado se transfiere a
un vial bajo corriente de nitrégeno y se conserva a -40 °C hasta el momento de su uso como

estandar.
5.3.2. METODOS ANALITICOS EN ACEITE
5.3.2.1. OBTENCION DEL ACEITE EN PLANTA PILOTO (ABENCOR)

En las experiencias de recuperacion de variedades (capitulos 5 y 6), las muestras de olivas se
someten a la extraccién del aceite mediante el sistema Abencor (MC2 Ingenierias y Sistemas,
Sevilla, Espaina). Este método reproduce las fases del proceso industrial de extraccion de aceite

de oliva, pero a pequena escala: molienda, batido, centrifugacion y decantacién.

Tras la recogida de las olivas en campo, se realiza una inspeccién visual y se eliminan
manualmente hojas y piedras antes de la entrada de las olivas al molino. Las olivas se trituran
en un molino de martillos a una velocidad de 3000 rpm. Posteriormente, la pasta resultante se
homogeneiza y se pesan aproximadamente 700 g en cada uno de los cazos que se colocan en
la batidora. El batido se realiza en una termobatidora a 25 °C durante 20 minutos. Tras ese
tiempo, se afiaden 300 mL de agua caliente (50 °C) y se continda el batido 10 minutos mas.
Posteriormente, se centrifuga el contenido de cada cazo por separado, en una centrifuga

vertical tipo cesta que gira a 3500 rpm durante 3.5 min. Finalizada la centrifugacidn, se abre el
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orificio central y asi se recogen las fases liquidas en una probeta. Se afnaden 100 mL mas de
agua caliente a la torta y se vuelve a centrifugar, con el objetivo de extraer la mayor cantidad
de aceite. El mosto oleoso se recoge nuevamente en la probeta, mientras que el residuo sélido
gueda pegado a las paredes de la centrifuga. La probeta permanece en oscuridad hasta
conseguir una buena separacion de las fases aceite y alpechin. Se extrae el aceite de la probeta

con la ayuda de una jeringuilla y se almacena en botellas de vidrio de color ambar a 4 °C.
5.3.2.2. HUMEDAD DE LA PASTA DE OLIVAS

Se realiza mediante el procedimiento de secado en estufa. Sobre una balanza analitica (Mettler
AJ150, Barcelona, Espafia) se coloca una cdpsula y se pesa (Mp). Se afiaden unos 10 g de la
pasta de oliva bien homogeneizada y se toma el peso (My,). Se coloca la capsula en una estufa
de 150 °C, y transcurridas 24 horas, se deja enfriar en un desecador y se pesa (M,). La
humedad de la pulpa se calcula haciendo uso de la siguiente formula:

-M

Mh K
Humedad (%) = ——
Mh _Mo

100

5.3.2.3. MATERIA GRASA DE LA PASTA DE OLIVAS

El contenido graso se determina por RMN sobre la pasta de olivas desecada, en muestras de
aproximadamente 4 g. El equipo utilizado es un NMS 100 Minispec NMR Analyzer (Bruker
Analytik, Silberstreifen, Alemania), usando el software ExpSpel versiéon 2.10. Para realizar la
curva de calibrado, se afiadid aceite de oliva en diferentes concentraciones a pasta de olivas

desengrasada. Los resultados se expresan como g de aceite / kg de pasta seca.
5.3.2.4. GRADO DE ACIDEZ

El grado de acidez determina la cantidad de acidos grasos libres presentes en un aceite y se
expresa en porcentaje de acido oleico. El procedimiento se basa en valorar la muestra de
aceite disuelta en una mezcla de éter etilico y etanol (1:1, v/v) con una solucion etandlica de
hidréxido potasico 0.1 N hasta el viraje del indicador fenolftaleina. El peso de la muestra se

toma segun el grado de acidez previsto. La acidez se calcula como:

V-V)cM
10- P

Acidez =

en donde,
V: volumen de la solucién etandlica de hidréxido potasico consumida (mL)
Vo: volumen de la solucién etandlica de hidréxido potdsico consumida del blanco (mL)

¢: concentracidn exacta de la solucién etandlica de hidréxido potdsico (N)
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M: peso molecular del 4cido en que se expresa el resultado (acido oleico = 282.27)

P: peso de la muestra de aceite (g)
5.3.2.5. INDICE DE PEROXIDOS

El contenido en perdéxidos valora el estado de oxidacién primaria del aceite y es la cantidad
(expresada en miliequivalentes de oxigeno activo por kg de aceite) de perdxidos en la muestra
que ocasionan la oxidacion del yoduro potasico. El yodo liberado se valora con una solucién

valorada de tiosulfato sédico.

En un matraz se pesan 2 g de aceite y se afiladen 25 mL de una solucién de cloroformo:acido
acético (10:15, v/v) y se afiade 1 mL de una solucién saturada de yoduro potasico. Se agita y se
mantiene en la oscuridad 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se afiaden 75 mL de agua
destilada y se valora el yodo liberado con una solucién de tiosulfato sddico 0.01 N.

Simultdneamente, se realiza una prueba en blanco.
El indice de perdxidos se calcula como:

(V -V,)-N-1000

IP =

en donde,

IP: indice de perdxidos (meq de oxigeno / kg de aceite)

V: volumen de la solucién de tiosulfato utilizada para la valoracién (mL)

Vo: volumen de la solucién de tiosulfato utilizada para la valoracion del blanco (mL)
N: normalidad de la solucién de tiosulfato sédico

P: peso de la muestra de aceite (g)

5.3.2.6. ABSORBANCIA EN EL UV (K70 Y Ka32)

La prueba espectrofotométrica en el ultravioleta proporciona indicaciones sobre la calidad del
aceite, su estado de conservacidn y las modificaciones inducidas por los procesos tecnolégicos.

Es por tanto, un indicador de la oxidacidn secundaria del aceite.

Se determina la absorbancia en el UV a dos longitudes de onda: a 270 nm (Ky70) y @ 232 nm
(Ky32). Para la determinacion de K,70, se pesan 0.2 g de aceite y se aforan a 10 mL con
ciclohexano de calidad para espectrofotometria, y se lee su absorbancia a 270 nm con
ciclohexano como blanco. Para la determinacién de K,3,, se pesa 0.1 g de aceite, se afora a 25

mL con ciclohexano y se lee su absorbancia a 232 nm.

Para él calculo, se utiliza la siguiente férmula:
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En donde,

K;.: extincion especifica a una longitud de onda A

L,: extincion medida a una longitud de onda A

C: concentracién de la disolucion (g de aceite/100 mL)

e: espesor de la cubeta (cm)

5.3.2.7. PERFIL DE ACIDOS GRASOS

El método se basa en la determinacidn de los esteres metilicos de los acidos grasos del aceite

de oliva mediante cromatografia de gases (Reglamento CE nim 2568/91).

Preparacion de los esteres metilicos: Se preparan por transesterificacién en frio con una

solucion metandlica de hidréxido potdsico, basandonos en la metodologia oficial (Anexo XB,
método A). Brevemente, en un tubo de vidrio con tapdén de rosca se pesan 0.1 g de aceite, se
afiade Na,SO, y 2 mL de hexano. Se agita en un vértex durante 30 segundos. A continuacion se
afiade 0.2 mL de KOH metandlico 2 N y se agita en vortex durante 30 segundos. Se deja
reposar el tubo hasta la completa sedimentacién de la glicerina y de los residuos de los
reactivos. Se mantiene en refrigeracion hasta el momento de la inyeccion del sobrenadante

que es la fase que contiene los esteres metilicos.

El andlisis cromatografico se ha hecho en un cromatdgrafo Agilent 5890 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), con una columna Supelco SP 2330 (Supelco, Bellefonte, PA, USA) de 30

m de longitud.

Las condiciones han sido:

e Thorno: 1’a150°C
Rampa de 8 °C/min hasta 200 °C
Rampa de 3 °C/min hasta 225 °C
1"a225°C

e Tinyector: 250 °C

e Tdel detector: 300 °C

e Relacidén de Split 1:30.

La cuantificacién se basa en el calculo del area relativa de cada pico, teniéndose en cuenta los
picos de los acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), heptadecanoico
(C17:0), estedrico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), araquidico (C20:0), linolénico
(C18:3), eicosenoico (C20:1) y behénico (C22:0).
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5.3.2.8. ESTABILIDAD FRENTE A LA OXIDACION

La estabilidad frente a la oxidacion proporciona una buena estimacion de la susceptibilidad del
aceite a la degeneracién autooxidativa, que conduce fundamentalmente a su enranciamiento.
El método analitico consiste en someter a la muestra, 3.0 £ 0.1 g de aceite a una oxidacién
forzada mediante una corriente de aire seco a 20 L/h y a una temperatura de 120 °C. Se utiliza
un equipo Rancimat 679 (Metrohm Co., Herisau, Suiza). Fruto de la degradacién del aceite, se
desprenden compuestos volatiles que son retenidos en un vaso de medida que contiene agua
destilada, del que se registra la conductividad a lo largo del tiempo. El resultado se expresa en
horas, que es el tiempo necesario hasta llegar a un nivel fijado de conductividad (Laibli y
Bruttel, 1986).

5.3.2.9. MEDIDA DE LAS COORDENADAS CROMATICAS DE COLOR

La determinacion de las coordenadas cromaticas CIELAB, definidas por la “Comission de
I’Eclairage” en 1974, se llevan a cabo utilizando un espectrofotémetro Macbeth Color-Eye
3000 (GretagMacbeth, Dallas, CA, USA), realizando lecturas de transmitancia a diferentes
longitudes de onda con un iluminante C y un angulo de observacion de 10°. El software que
controla el equipo es Optiview version 1.1. Se obtienen las coordenadas L*, a* y b* deducidas
a partir de los valores triestimulo X, Y, Z. La luminosidad viene representada por L* y la
cromaticidad por los valores de a* y b*, que corresponden respectivamente el paso de verde (-)

a rojo (+) y de azul (-) a amarillo (+).
5.3.2.10. PIGMENTOS FOTOSINTETICOS TOTALES

La determinacién de los pigmentos totales es una valoracidn global del contenido pigmentario
de los aceites. Se ha realizado segln el método propuesto por Minguez-Mosquera et al. (1991).
El método consiste en determinar la absorbancia de una disolucién de aceite de oliva a dos
longitudes de onda caracteristicas del espectro de absorcion de los carotenoides y las clorofilas
del aceite. La absorbancia determinada se expresa en unidades de los componentes
mayoritarios de cada una de las fracciones, es decir, la feofitina-a para la fraccién clorofilica y

la luteina para la fraccion carotenoide.

El procedimiento consiste en pesar 7.5 g de aceite filtrado en un matraz aforado de 25 mL que
se enrasa con ciclohexano. Seguidamente se homogeneiza y se mide la absorbancia a 670 y

472 nm con un espectrofotémetro.

La concentracion de pigmentos clorofilicos y carotenoides se calcula aplicando la siguiente
expresion:

c=L7 10000

1%
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siendo,

C: concentraciéon de pigmento en la muestra (mg/kg aceite)

E: Absorbancia a A: 670nm para clorofilas y A: 472nm para carotenoides.

V: volumen de la disolucién de pigmentos (25 mL)

E1%: Absorbancia especifica de una solucién al 1% medida en una cubeta de 1 cm. Se emplea
un Eyy = 613 para la feofitina-a y un E;5,=2000 para la luteina.

P: peso de la muestra de aceite (g)

5.3.2.11. DETERMINACION DEL PERFIL PIGMENTARIO

La metodologia de extraccion de pigmentos de aceite de oliva virgen y su posterior
identificacion y cuantificacién mediante HPLC fue publicada por Minguez-Mosquera et al.
(1992) basandose en estudios de Minguez-Mosquera y Garrido-Fernandez (1989) para la

extraccién de pigmentos en la oliva.

La metodologia se basa en la separacidn de los pigmentos y los lipidos mediante disolventes
organicos, debido a que el alto contenido en grasas del aceite interfiere en el aislamiento y la
identificacion de las clorofilas. Se trata de un método muy laborioso, de alto coste en

disolventes y mano de obra, que todavia se utiliza como principal técnica extractiva.

Aunque se han descrito otros métodos (Psomiadou y Tsimidou, 1998), la posibilidad de
detectar pigmentos esterificados o pigmentos en muy baja concentracidn exige trabajar con

cantidades elevadas de muestra y de disolvente.
5.3.2.11.1. EXTRACCION DE PIGMENTOS EN EL ACEITE

Se pesan unos 15 g de aceite y se disuelven en 150 mL de DMF (N,N-dimetilformamida)
saturada con MgCOs en un embudo de decantacién de 500 mL. Se afiaden 50 mL de hexano y
se agita el embudo fuertemente durante 1 minuto. Se deja reposar hasta una total separacion
de las fases y la fase inferior (fase DMF) se vuelve a lavar con 50 mL de hexano, hasta un total
de 5 veces. Tras el ultimo lavado, se vierte la fase DMF en un embudo de 1000 mL en el que
previamente se habra introducido 400 mL de Na,SO, al 2% en agua a 4 °C. Se unen las fases
hexano de los diferentes lavados, se mezclan con 100 mL de DMF durante 1 minuto y se deja
reposar. Se vierte del embudo anterior la fase DMF al embudo de 1000 mL que contiene la
mezcla DMF-solucién Na,SO,. La DMF y el hexano fueron adquiridos en Scharlau Chemie
(Barcelona, Espafia). EIl MgCO; y Na,SO, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Tras este procedimiento, el contenido de los dos embudos se tratan por separado. La fase
hexano contiene los carotenos y la grasa del aceite, mientras que la fase DMF contiene las

clorofilas y xantofilas.
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Tratamiento de la fase hexano: En el embudo se vierten unos 100 mL de soluciéon Na,SO, al 2%

en agua a 4 °C, se agita fuerte y se dejan separar las fases. Se rechaza la fase inferior y se repite
este mismo lavado 3 veces, que sirve para eliminar la humedad presente en la fase. Se filtra
gota a gota a través de Na,SO, anhidro y papel de filtro a un matraz de corazén, y se
rotavapora con el agua del bafio a menos de 28 °C hasta que el extracto quede a consistencia
jarabe. En esta rotavaporacién no se llega a sequedad porque estd presente la grasa del aceite.
Posteriormente se diluye el residuo en un volumen de 25 6 50 mL de hexano segun la
intensidad del color y se realiza la lectura en el espectrofotémetro de la absorbancia del -
caroteno a 454 nm, utilizando en el calculo de su concentracion el valor del coeficiente de
extincion E*454,m=2592 (Foppen, 1971).

Tratamiento de |la fase DMF: Se vierten al embudo que contiene la fase DMF 70 mL de hexano

y 70 mL de éter etilico (Scharlau Chemie, Barcelona, Espaiia), se agita durante 2 minutos y
dejar reposar 30 minutos. Pasado este tiempo, se separa la fase inferior y se lava con 70 mL de
éter, agitando suavemente y se deja reposar hasta la completa separacion de las fases. Se
separa la fase inferior acuosa y se vuelve a lavar con 70 mL de éter. Este paso se repite tantas
veces como sea necesario hasta que el éter no tenga color. Se unen las fases organicas y se
lavan 2 veces con la solucion de Na,SO,. La fase organica obtenida, se filtra gota a gota a través
de Na,SO, y papel de filtro a un matraz en forma de corazén. Se rotavapora a sequedad, y el
residuo resultante se recoge en un volumen conocido de acetona de calidad para HPLC
(Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia), se coloca en un eppendorf en oscuridad y se guarda a -

20 °C hasta el momento de ser analizado por HPLC.

Toda esta metodologia se lleva a cabo bajo luz verde para evitar la degradacién de los

pigmentos y por duplicado.
5.3.2.11.2. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION POR HPLC-DAD

El sistema cromatografico consiste en un inyector automatico Waters 717, una bomba Waters
600, un desgasificador de helio y un detector de fotodiodos Waters 996, siendo todo

monitorizado por el software Empower (Waters Inc., Milford, MA, USA).

La separacién se lleva a cabo mediante una columna C,s de fase reversa Spherisorb ODS-2

(25cm x 4.6mm, 5um; Teknokroma, Barcelona, Espafia).

El andlisis cromatografico se lleva a cabo siguiendo el mismo procedimiento de Minguez-
Mosquera et al. (1992). Los eluyentes usados son agua: reactivo de pares idnicos:metanol
(1:1:8, v/v/v) como fase A y metanol:acetona (1:1, v/v) como fase B. El reactivo de pares ionico
consiste en una solucién de tetrabutilamonio 0.05 M y acetato de amonio 1 M en agua.
Metanol y acetona fueron adquiridos en Scharlau Chemie (Barcelona, Espaiia); el agua fue de
calidad Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, MA, USA); los reactivos tetrabutilamonio y acetato de

amonio fueron provistos por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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Los pigmentos, que se encuentran disueltos en acetona en el interior de los eppendorf, se
centrifugan a 12000g durante 5 minutos (EBA 12 Hettich Zentrifugen, Hettich GmbH,
Tuttlingen, Alemania). En el HPLC se inyecta la parte superior de la disolucién, evitando asi la
entrada de sélidos en la muestra que interferirian en el resultado. De cada muestra, se realizan
2 inyecciones de 40 ulL y se eluyen a una velocidad de flujo de 2 mL/min, siguiendo el gradiente

gue se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Condiciones cromatograficas utilizadas para la determinacion de pigmentos en aceite
de oliva mediante HPLC-DAD.

Tiempo (min) % Fase A % Fase B
1 0 75 25
2 8 25 75
3 10 25 75
4 18 10 90
5 23 0 100
6 30 75 25

La deteccidn se realiza utilizando un detector de diodos programable, que permite la deteccién
simultanea a las longitudes de onda incluidas en el rango de A establecido. No existe ninguna
longitud de onda comun idénea para la cuantificacién de todos los componentes por lo que
cada uno se mide a una determinada longitud de onda en la que presenta su maximo de

absorbancia.

Para la identificacion de los pigmentos en los cromatogramas resultantes, se tiene en cuenta el
tiempo de retencién y las caracteristicas espectrales de cada uno de los compuestos. Las
caracteristicas espectrales son los maximos de absorcién y la relacién entre picos de los
pigmentos. Aunque a un tiempo determinado se encuentre un pico, se deben comprobar las
caracteristicas espectrales de éste para comprobar que se corresponde con el pigmento

esperado.

En la Tabla 17 se muestran las caracteristicas espectrales de los distintos pigmentos. Para las
clorofilas y derivados, se utiliza la relacidn entre la banda Soret () (pico de maxima absorcion
en la region del violeta) y la altura del pico de maxima absorcidn de la zona del rojo e infrarrojo
cercano (lll). Para los carotenoides, se utiliza la altura de la banda de absorcién a la longitud de
onda mayor (lll) como porcentaje de la altura de la banda intermedia (Il), que normalmente es

el maximo de absorcion, considerando como base el minimo de estos dos picos (Davies, 1976).
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Tabla 17. Caracteristicas espectrales de los distintos pigmentos cloropldsticos segun el sistema

de HPLC-DAD empleado para la separacién de pigmentos en aceite de oliva.

Pigmento Maximos absorcion (nm) Relacion entre maximos
| Il 1] /1 1o011/1

1 Feofdrbido-a 409 508 666 2.2
2 Neoxanteno 414 438 466 90
3 Violaxanteno 417 440 471 96
4 Luteoxanteno 400 423 450 105
5 Anteraxanteno (425) 446 474 84
6 Mutatoxanteno (408) 429 454 39
7 Luteina 424 446 474 91
8 Clorofila-b 466 602 650 3.3
9 B-criptoxanteno (431) 452 479 25
10 Clorofila-a 432 619 666 1.1
11 Violaxanteno

monoesterificado 7 440 1 %
12 Feofitina-b 435 601 654 3.5
13 Neoxanteno esterificado 414 438 466 90
14 Feofitina-a 409 505 666 25

A modo de ejemplo, en la Figura 16 se muestra un cromatograma de pigmentos de aceite de

oliva Arbequina a 410 nm.
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Figura 16. Cromatograma HPLC-DAD (A = 410 nm) del extracto de pigmentos clorofilicos y
xantofilas del aceite de oliva de la variedad Arbequina. Consultar la tabla 17 para identificar los

picos.
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5.3.2.11.3. OBTENCION DE PATRONES

La cuantificacién se ha hecho con patron externo, utilizando como pigmentos productos
comerciales de B-caroteno, clorofila-a y clorofila-b (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y
productos sintetizados en el laboratorio segin la metodologia descrita en Criado (2005). Asi,
han sido sintetizados pigmentos a partir de clorofilas comerciales (feofitinas, feoférbidos y
clorofilidas) o han sido extraidos de espinaca (luteina, violaxanteno y neoxanteno) y pimiento
rojo maduro (anteraxanteno y B-criptoxanteno). El luteoxanteno y el mutatoxanteno han sido

obtenidos a partir de violaxanteno y anteraxanteno, respectivamente.
5.3.2.12. CONTENIDO EN FENOLES TOTALES (FOLIN)

Es un método rapido para la determinacién de fenoles totales en el aceite. Se realiza siguiendo
el método de Vazquez-Roncero et al. (1973), que consta de dos partes: la extraccién de los
fenoles de la muestra y su posterior determinacion colorimétrica. Se disuelven 10 g de aceite
en 50 mL de hexano y se extraen un total de 3 veces con 10 mL de una solucién metanol:agua
60:40 (v/v), agitando durante 2 minutos en cada extraccidn. Se recoge la fase hidroalcohdlica
en un matraz de 25 mL que se enrasa con agua destilada. Los disolventes hexano y metanol

fueron adquiridos en Scharlau Chemie (Barcelona, Espaia).

Para la determinacidon colorimétrica, en un matraz aforado de 50 mL se adicionan 35 mL de
agua destilada, 5 mL del extracto de fenoles y 2.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), se agita y se deja reposar 3 minutos. Posteriormente, se afiaden 5
mL de una solucidn saturada de Na,COs, se enrasa con agua destilada, se agita y se deja
reposar 1 hora en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se mide la absorbancia a 725 nm de
una alicuota filtrada, y usando como blanco una muestra preparada de la misma manera, pero

sin adicionar extracto de fenoles.

Para la cuantificacidon, se realiza una curva de calibrado siguiendo el mismo procedimiento,
pero con disoluciones de dacido cafeico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a diferentes

concentraciones. Los resultados se expresan como mg de acido cafeico / kg aceite.

El contenido en fenoles totales se calcula de la forma siguiente:

aLI/le
rT=—" 12
V,-P

siendo,

FT: contenido en fenoles totales (mg de acido cafeico/kg aceite)

a: pendiente de la curva de calibrado del acido cafeico ((ug de acido cafeico/mL )/Abs7250m)
L: Absorbancia leida a 725 nm

V;: volumen de extracto fendlico realizado (25 mL)

V,: volumen del matraz utilizado para la colorimetria (50 mL)
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V3: volumen de extracto de fenoles afiadido a la colorimetria (5 mL)

P: peso de la muestra de aceite (g)

5.3.2.13. DETERMINACION DEL PERFIL FENOLICO
5.3.2.13.1. EXTRACCION POR EL METODO A

Los extraccién de los compuestos fendlicos del aceite se realiza mediante una extraccién
liguido-liquido siguiendo el método descrito por Romero et al. (2002) con algunas
modificaciones. Se mezclan 45 g de aceite con 20 mL de una soluciéon metanol:agua 80:20 (v/v)
y se homogeneizan mediante Polytron durante 2 minutos. Seguidamente, se centrifuga a 640 g
durante 10 minutos para separar la fase hidroalcohdlica de la fase aceite, y se vuelve a repetir
el mismo proceso dos veces mas. Las fases hidroalcohdlicas se unen en un matraz y se
rotavaporan hasta que el extracto toma una textura siruposa. A continuacién, el extracto se
redisuelve con 5 mL de acetonitrilo y se desengrasa 3 veces con 20 mL de n-hexano. La fase
hexano rechazada se reextrae con 5 mL de acetonitrilo. Se unen las fases acetonitrilo y se
rotavaporan a sequedad para eliminar el disolvente organico. El extracto se redisuelve en 2.5
mL de metanol y se guarda en un tubo cerrado a -40 °C hasta el momento de su andlisis. Los
disolventes metanol, acetonitrilo y n-hexano fueron adquiridos en Scharlau Chemie (Barcelona,

Espafia).
5.3.2.13.2. EXTRACCION POR EL METODO B (Método COI)

Resulta complejo comparar resultados del analisis de los compuestos fendlicos con datos
bibliograficos, dada la diversidad encontrada en la técnica de extraccion y de cuantificacién. El
método COI/T.20/Doc ndm 29, propuesto por el Consejo Oleicola Internacional (COI), intenta
solventar este problema. Para ello, se pesan 2.0 g de aceite en un tubo de ensayo, se le afade
1 mL de una soluciéon de acido siringico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) de 0.015 mg/mL en
metanol:agua (80:20, v/v) que se utiliza como patréon interno (IS) y se agita durante 30
segundos en vortex. Seguidamente, se le anaden 15 mL de una solucion metanol:agua (80:20,
v/v) y se agita durante 1 minuto en vortex. Posteriormente, se coloca el tubo en el bafio de
ultrasonidos durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se
centrifuga a 5000 rpm durante 25 minutos, se toma una alicuota del sobrenadante y se filtra a
través de filtro PVDF de 0.45 um (Teknokroma, Barcelona, Espafia). El extracto se guarda en un
tubo cerrado a -40 °C hasta el momento de su analisis. El metanol fue adquirido en Scharlau

Chemie (Barcelona, Espaia).
5.3.2.13.3. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION POR HPLC-DAD

Para la identificacién y cuantificacion de los compuestos fendlicos extraidos del aceite, se

utiliza el equipo de HPLC descrito anteriormente en el apartado 5.3.2.11.2.
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La columna utilizada es una Inertsil ODS-3 (15 cm x 4.6 mm, 5 um; GL Sciences Inc., Torrance,
CA, USA) equipada con una precolumna Spherisorb S5 ODS-2 (1 cm x 4.6 mm, 5 um;
Tecknokroma, Barcelona, Espafia). Se trabaja a un flujo de 1.5 mL/min y la fase movil es agua
con acido acético al 0.2% (fase A) y metanol (fase B). El acido acético y el metanol fueron
adquiridos en Scharlau Chemie (Barcelona, Espana). El volumen de inyeccion es 20 pL. El

gradiente es el que se puede observar en la Tabla 18.

Tabla 18. Condiciones cromatograficas utilizadas para la determinacién de fenoles mediante
HPLC-DAD.

Tiempo (min) % Fase A % Fase B
1 0 95 5
2 2 95 5
3 10 75 25
4 20 60 40
5 30 50 50
6 40 0 100
7 45 0 100
8 55 95 5
9 60 95 5

Los cromatogramas son obtenidos a 278 nm y 339 nm (339 nm para los flavonoides y 278 nm
para el resto de compuestos fendlicos). La identificacion se realiza mediante el tiempo de
retencidon y los maximos de absorbancia caracteristicos para cada compuesto. Para ello, se
utilizan patrones comerciales en el caso de compuestos en que se dispones de ellos, como
hidroxitirosol, tirosol, vainillina, luteolina y apigenina (Extrasynthese, Genay, Francia), acido
vainillico (Fluka, Buchs, Suiza) y acido p-cumarico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El resto
de compuestos fendlicos se obtienen por cromatografia semipreparativa siguiendo el métodos
descritos por Artajo et al. (2006) y Suarez et al. (2009), y por los descritos anteriormente en los
apartados 5.3.1.7.3.1.y 5.3.1.7.3.2.

A modo de ejemplo, en la Figura 17 se muestra un cromatograma HPLC-DAD de un extracto de
fenoles de aceite de oliva Arbequina a 278nm y 339 nm. Los picos identificados son 1:
hidroxitirosol; 2: tirosol; 3: dcido vainillico; 4: vainillina; 5: acido p-cumarico; 6: 3,4-DHPEA-AC;
7: 3,4-DHPEA-EDA; 8: p-HPEA-EDA; 9: lignanos; 10: p-HPEA-EA; 11: 3,4-DHPEA-EA; 12: luteolina;

13: apigenina.
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Figura 17. Cromatograma HPLC-DAD (A = 278 nm en negro, A = 339 nm en azul) del extracto de

fenoles del aceite de oliva de la variedad Arbequina.

5.3.2.13.4. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION POR HPLC-ESI-MS/MS

Para la identificacién y cuantificacion de los compuestos fendlicos extraidos del aceite, se

utiliza el equipo de HPLC-ESI-MS/MS descrito anteriormente en el apartado 5.3.1.7.2.

La columna utilizada es una Sunfire Cy5 (4.5 x 150 mm, 3.5 um) de Waters. Durante el andlisis,
la columna se mantiene a 30 °Cy el flujo es 0.8 mL/min. Las fases moviles son una mezcla de
agua: acido acético (100:0.2 v/v) como fase A y acetonitrilo como fase B. El acido acético fue
adquirido en Scharlau Chemie (Barcelona, Espaia) y el acetonitrilo fue de Romil Chemical Ltd.
(Heidelberg, Alemania). El volumen de inyeccidon es 10 plL y todas las muestras se filtran
previamente por membranas de 0.22 um de PVDF (Teknokroma, Barcelona, Espafia). El
gradiente es el mismo que el utilizado en el apartado anterior. El resto de condiciones de

trabajo son las descritas en el apartado 5.3.1.7.2.
5.3.2.14. DETERMINACION DE a-TOCOFEROL

El contenido en a-tocoferol de los aceites se ha determinado mediante HPLC segun el método
descrito por Romero et al. (2003). Se realiza una inyeccién directa de 20 plL de una solucién de
aceite en hexano (1.5 g de aceite en 10 mL de hexano) en una columna Supelcosil LC-NH,
(25cm x 4.6mm, 5um; Supelco, PA, USA). El flujo es de 1 mL/min y las fases moéviles son hexano
y acetato de etilo (70:30, v/v) en isocratico. El hexano y el acetato de etilo fueron provistos por
Scharlau Chemie (Barcelona, Espafia). La deteccidn se realiza a 295 nm. Para la cuantificacion,
se realiza una curva patréon con a-tocoferol comercial (Acros Organics, Geel, Bélgica) en las

mismas condiciones de trabajo.
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5.3.2.15. ANALISIS SENSORIAL

Las muestras han sido evaluadas sensorialmente por un grupo de catadores expertos,
basandose en la metodologia COI. Brevemente, los jueces reciben la muestra de aceite en una
copa azul a 28 °C y evaluan la intensidad de los defectos atrojado, avinado, rancio y de los
atributos frutado verde y/o maduro, amargo y picante. Ademads se invita a los jueces a evaluar
otros atributos que sean capaces de detectar. Para la cuantificaciéon de la intensidad de los
atributos se utiliza una escala lineal no estructurada, cuya longitud total se hace corresponder

con una puntuacién de 10.
5.3.2.16. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO ORAC

El método ORAC se basa en la inhibicién de la oxidaciéon de un sustrato fluorescente en
presencia de antioxidantes. Dicha oxidacién es inducida por el radical peroxil que se forma por
descomposicién térmica de compuestos azo. Se ha seguido el procedimiento descrito en Prior
et al. (2003), quienes utilizan la fluoresceina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) como sustrato
fluorescente y el 2,2’- azobis (2- amidino- propano) dihydrochloride (AAPH) (Acros Organics,
Geel, Bélgica) como oxidante. El ensayo genera una curva de fluorescencia en funcién del
tiempo que permite comparar la actividad del extracto ensayado con la mostrada por una

sustancia patrén de referencia, generalmente Trolox.

Los andlisis de han llevado a cabo en un espectrofluorémetro FLUORStar Optima (BMG
Labtechnologies GmbH, Offenburg, Alemania) en placas de 96 pocillos a 37 °C, siendo las
condiciones de excitacién y emision de 485 y 520 nm, respectivamente. En el ensayo se han
preparado curvas con Trolox (Acros Organics, Geel, Bélgica) que comprenden un rango de
concentracién de 10 a 150 pM vy diluciones de extractos fendlicos que equivalen a
concentraciones de aceite de oliva 300 pug/mL a 1200 pg/mL. La relacidn entre las pendientes
de las curvas del drea neta bajo la curva (AUC) en funcion de la concentracién permite

expresar la actividad antioxidante del aceite de oliva en equivalentes de Trolox/100 g de aceite.
5.3.3. METODOS ESTADISTICOS

Los datos han sido sometidos a un analisis estadistico con la hoja de cdlculo del programa
Microsoft Excel y los paquetes estadisticos Statgraphics (StatPoint Technologies, Warrenton,
VA, USA) y/o SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) en funcién de la complejidad del
tratamiento. Los procedimientos aplicados han sido los calculos estadisticos basicos (media,

desviacion estandar), las regresiones y el analisis de la varianza.
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6.1. METABOLITOS IMPLICADOS EN LA ACUMULACION DE OLEUROPEINA Y SU
DEGRADACION EN FRUTOS DE OLEA EUROPAEA L. EN LAS VARIEDADES HOJIBLANCA Y
ARBEQUINA

En la oliva, la oleuropeina es el compuesto fendlico mayoritario, sobretodo en las primeras
fases de la maduracion. Sin embargo, a medida que el fruto madura, el contenido en
oleuropeina disminuye, mientras que el contenido en sus derivados aumenta. Pocos trabajos
se han encargado de las rutas y los metabolitos implicados en la formacién de oleuropeina. En
este estudio se pretende establecer qué compuestos actian como precursores de la

oleuropeina y cuales son productos de su degradacién y las rutas y enzimas implicadas.

Este estudio se llevd a cabo en colaboracién con las investigadoras Gutiérrez-Rosales vy
Minguez-Mosquera del Instituto de la Grasa, del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) de Sevilla. Se utilizaron frutos de dos variedades, Hojiblanca y Arbequina,
cultivadas en la Estacién Experimental de Cabra (Cdordoba), tal y como se explica en el apartado
5.1.4.1. de Material y métodos.

6.1.1. Desarrollo del fruto

A lo largo del estudio, con un total de 13 muestreos, se tomaron muestras de fruto y se
determind su peso medio (g), el peso medio del hueso (g) y su humedad (%), en funcién de su
fecha de recoleccién (Figura 18). La evolucion de estos pardmetros ha servido para establecer
tres estados o fases de maduracién diferentes, dependiendo del incremento de peso, la

humedad y el color del fruto.

El primer estado de maduracién corresponde a un fruto inmaduro, cuando la piel era de un
color verde intenso. En la variedad Hojiblanca, este periodo fue del 30 de junio al 28 de agosto,

mientras que en la variedad Arbequina fue del 30 de junio al 8 de septiembre.

El segundo estado de maduracion corresponde a la maduracién verde, en que la piel del fruto
es de un color verde claro o amarillo. En la variedad Hojiblanca este periodo fue hasta el 17 de

noviembre y en la variedad Arbequina hasta el 3 de noviembre.

El tercer estado de maduracién, que se ha llamado maduracion negra, va desde que empieza
el envero del color de la piel hacia rojizos, pasando por el color violeta y hasta que toda la piel

de la oliva es de color negro.

En las graficas se puede observar como el porcentaje de humedad durante todo el estudio fue
mayor en los frutos de Hojiblanca que en los de Arbequina. Ya en el primer muestreo, el
porcentaje en Hojiblanca fue del 70%, mientras que el de Arbequina fue del 63.9%. Estos
valores de humedad fueron disminuyendo a lo largo de los muestreos, hasta alcanzar el valor

final de 60% en Hojiblanca y 48% en Arbequina.
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Figura 18. Cambios en el peso del fruto y del hueso (g) y en la humedad (%) durante los

diferentes estados de maduracion de las variedades Hojiblanca (A) y Arbequina (B).

El peso, tanto del fruto como del hueso, fue siempre menor en Arbequina que en Hojiblanca.
Los frutos de Hojiblanca aumentaron su peso rdpidamente durante la etapa de fruto inmaduro,
pasando de 0.83 g a 2 g al final de ésta (28 de agosto). Posteriormente, continuaron un
crecimiento mas lento durante los estados de maduracién verde y de maduracién negra,
alcanzando al final del estudio un peso de 3 g. Los frutos de la variedad Arbequina crecieron de
una manera mas sosegada durante la fase de fruto inmaduro, partiendo de un peso de 0.32 g.
Sin embargo, su peso se fue incrementando paulatinamente hasta el final de la maduracién
verde, momento a partir del cual se estabilizd e incluso disminuyd ligeramente durante el
estado de maduracion negra, con un valor final de 1 g. En ambas variedades, el hueso crecié
rapidamente durante los tres primeros muestreos estabilizandose después su peso hasta el

final del experimento.

6.1.2. Cambios metabdlicos durante la acumulaciéon y la degradacion de oleuropeina.

Implicacién de la enzima B-glucosidasa

Para la deteccion y cuantificacion de los compuestos fendlicos, se utilizd la metodologia

explicada en el apartado 5.3.1.7. de Material y métodos. En esta experiencia se decidié
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cuantificar todos los compuestos como oleuropeina. Para ello, a partir de las abundancias
obtenidas en el analisis cromatografico para el patrén comercial de oleuropeina y el estandar
interno (acido p-hidroxifenilacético), se realizé una curva de calibrado y=a + bx, donde y es el
ratio entre las abundancias (oleuropeina/IS) y x es la concentracidon en oleuropeina. Las
concentraciones de los compuestos fendlicos se calcularon interpolando sus ratios de
abundancias (compuesto fendlico/IS) en la curva de calibrado de la oleuropeina. La curva de
calibrado se obtuvo analizando cinco concentraciones diferentes. Para establecer el balance de
masas y normalizar los datos, para cada compuesto individualmente, los resultados se

expresan como pmol compuesto/g de pulpa seca.

En la Figura 19 se muestra los valores de la suma de fenoles (en umol/g de pulpa seca) para las
dos variedades a lo largo de los muestreos. Se observa como el contenido fendlico disminuyé
bruscamente durante el primer estado de maduracidn, hasta el 28 de julio en ambas
variedades. En esa fase, la concentraciéon en compuestos fendlicos en el fruto disminuyé un
85% en Hojiblanca (de 753.7 a 112.2 umol/g) y un 75% en Arbequina (de 511.6 a 126.2 umol/g).
En los muestreos posteriores, el contenido en fenoles totales disminuyd poco, mostrandose

estable hacia el final del estudio.

Harvest Date
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Figura 19. Cambios en el contenido fendlico total durante el ciclo vegetativo de los frutos
(umol/g de pulpa seca) de las variedades Hojiblanca y Arbequina. Cada valor representa la

media * desviacidon estandar relativa (RSD). RSD<10%.

En la Figura 20 se muestra la evolucién del contenido de los fenoles implicados en el
metabolismo de la oleuropeina (expresado en umol/g de pulpa seca), incluyendo sus
precursores oledsido-11-metil ester, tirosol, ligustrdsido, oleuropeina + oleurdsido, y sus
compuestos derivados de la actividad de la enzima B-glucosidasa, acido elendlico, oleuropeina
aglicona (3,4-DHPEA-EA), su forma dialdehidica (3,4-DHPEA-EDA), ligustrdsido aglicona (p-
HPEA-EA) y su forma dialdehidica (p-HPEA-EDA), en los frutos de ambas variedades.

89



RESULTADOS Y DISCUSION

Hojiblanca
Harvest Date
Jun) Jul | Aug | Sep[ Oct | Nov | Dec
120
[T 1 11T 1 1T 1 1T 17 177
30 14 28 11 28 8 22 6 20 3 17 1 15

80 |
0 —— OLEOSIDE -11METHYL ESTER
[=]
E 40 A
=

04 e

8

6 - —+— TYROSOL
=0
—1
E ]
3

2_

0

150 A
%0 —+— LIGSTROSIDE* ISO LIGSTROSIDE
3
E 75
=

Uﬁ

20
%’ —+— OLEUROPEIN+ OLEUROSIDE
£ |
€ 10

120
o 80 1 —+— ELENOLIC ACID
E 40
=

0.

300

200 - —+— 3,4-DHPEA-EA
%» 100 -
€
=

0-

300

200 A —=— 3,4-DHPEA-EDA
3
£ 100 4
=

U_

60

—+— p-HPEA-EA

40
o
g
= 20 A

U B

4

—+— p-HPEA-EDA

2 24
3
£
=2

0_

pmol/g

pmol/'g

pmol/g

umol/g

umollg

umolig

pmol/g

umol/g

umol/g

Arbequina
Harvest Date
Junp Jul ;) Aug | Sep Oct | Nov | Dec |
T I A R
30 14 28 11 28 8 22 6 20 3 17 1 15

o

15 4

20

15 1

10 o

300

150 1

300

—+— OLEOSIDE -11METHYL ESTER

—+— TYROSOL

\\w

—e— LIGSTROSIDE + ISO LIGSTROSIDE

—+— QOLEUROPEIN +OLEUROSIDE

—+— ELENOLIC ACID

—+— 3,4-DHPEA-EA

—=— 3,4 DHPEA-EDA

—— P-HPEA-EA

—— p-HPEA-EDA

Figura 20. Cambios en la concentracién en compuestos fendlicos (umol/g de pulpa seca)

implicados en las rutas de sintesis y degradacién durante el ciclo vegetativo de los frutos de las

variedades Hojiblanca y Arbequina. Cada valor representa la media £ RSD. RSD<10%.
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En la Figura 21 se muestran las rutas de anabolismo y catabolismo para la sintesis de

oleuropeina de acuerdo con los resultados de esta experiencia.
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Figura 21. Reacciones propuestas para la implicacion de B-glucosidasa en el metabolismo de la

oleuropeina en frutos de las variedades Hojiblanca y Arbequina.
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Segun la ruta propuesta por Damtoft et al. (1993, 1995a), la oleuropeina se sintetiza a partir
del compuesto de 7-cetologanina, compuesto derivado del acido desoxiloganico, a través de
oledsido-11-metil ester (Figura 14). Oledsido-11-metil ester es convertido por glucosilacion a
7-B-1-D-glucopiranosil-11-metil oledsido, que cuando es esterificado con tirosol forma
ligustrésido. Cuando ligustrdsido es hidroxilado, se forma oleuropeina. Los precursores 7-
cetologanina y 7-B-1-D-glucopiranosil-11-metil oledsido fueron detectados en esta experiencia,
pero no fue posible su cuantificacién porque sus concentraciones estaban por debajo de los
limites de cuantificacién, de acuerdo con la recta de calibracién de la oleuropeina. Sin embargo,
si se realizd un seguimiento de las concentraciones del resto de compuestos precursores y de
los compuestos producto de la degradacion enzimatica de la oleuropeina a lo largo del estudio,

tal y como se muestra en la Figura 20.
6.1.2.1. Variedad Hojiblanca

Los valores maximos de concentracion en esta variedad se obtuvieron en el primer muestreo
para todos los compuestos, excepto para oleuropeina+oleurdsido y el acido elendlico, cuyos
valores maximos fueron en el segundo muestreo. En fechas posteriores, todos los compuestos
excepto tirosol, disminuyeron rdpidamente su concentracién. La concentracion de los
precursores de oleuropeina cuantificados (oledsido-11-metil ester, tirosol y ligustrdsido)
disminuyd del primer al segundo muestreo, lo que concuerda con el incremento en la
concentracién de oleuropeina. Posteriormente, todos los contenidos de fenoles determinados,
incluida oleuropeina, descendieron hasta alcanzar concentraciones que se mantuvieron
estables hasta el final del estudio. Sélo la concentracidn del compuesto tirosol mostré algunos
incrementos en los muestreos finales del estudio, pero no llegan a ser valores tan altos como
los iniciales. Estos resultados muestran que la sintesis neta de fenoles sélo ocurre cuando el

fruto es inmaduro.

En la Figura 22A se muestra los valores de la actividad B-glucosidasica en los frutos de
Hojiblanca a lo largo del estudio, expresados en pkat/g de polvo acetdnico. Esta enzima
hidroliza oleuropeina y ligustrésido para formar sus correspondientes formas agliconas, 3,4-
DHPEA-EA y p-HPEA-EA, respectivamente. Durante las fases del estudio, siempre existio
actividad enzimatica, aunque entre el muestreo del 22 de septiembre y el del 17 de noviembre,
en el estado de maduracion verde, sus valores fueron cercanos a cero. Durante la fase de fruto
inmaduro, se observd un incremento en la actividad enzimdatica hasta lograr un valor maximo
de 4 pkat/g en el muestreo del 28 de julio (muestreo 3). Esta alta actividad de la enzima B-
glucosidasa en los primeros muestreos concuerda con las altas concentraciones de las formas
agliconas de oleuropeina. La alta actividad de la B-glucosidasa enddgena y su alta especificidad
por la molécula de oleuropeina (Capasso et al., 1996; Romero-Segura et al., 2009) contradice la
sintesis de oleuropeina observada en este estudio. Probablemente, el contenido maximo de
oleuropeina se haya producido en un momento anterior al primer muestreo, en dénde se haya

producido la sintesis de oleuropeina a la vez que la formacion de las formas agliconas por
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accién de B-glucosidasa. En consecuencia, los altos niveles detectados de 3,4-DHPEA-EA y 3,4-
DHPEA-EDA (Tablas 19 y 20) podrian haber sido formados en un momento anterior a partir de
oleuropeina por accién de la enzima. De una manera similar, la rapida disminucién en el
contenido de ligustrésido (de 125 a 3.7 umol/g) para la produccion de sus correspondientes
formas agliconas también habria tenido lugar por la actividad B-glucosidasica. La alta actividad
catabdlica inicial explicaria la baja concentracion en oleuropeina respecto a las altas
concentraciones de 3,4-DHPEA-EA (201.2 pumol/g) y 3,4-DHPEA-EDA (227.9 umol/g). El 4cido
elendlico se habria formado a partir de oledsido-11-metil ester por la accion de la enzima B-
glucosidasa (Obied et al., 2007).
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Figura 22. Cambios en la actividad B-glucosidasa (ukat/g de polvo acetdnico) durante el ciclo
vegetativo del fruto de las variedades Hojiblanca (A) y Arbequina (B). Cada valor representa la
media £RSD. RSD<5%.
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Tabla 19. Concentraciones individuales y totales de las formas agliconas de oleuropeina y ligustrésido durante el ciclo vegetativo del fruto del olivo

Olea europaea L. de las variedades Hojiblanca y Arbequina.*

Concentraciéon (umol/g)

Hojiblanca Arbequina

Fecha de

muestreo 3,4-DHPEA-EA p-HPEA-EA Total 3,4-DHPEA-EA p-HPEA-EA Total
30 junio 201.06+10.27 a 45.04+3.20a 246.10+12.46 a 196.41+9.25a 18.17+1.36b 21458 +13.21 a
14 julio 27.78+1.77 c 22.23+1.60c 50.01+3.18b 45.51 +3.09 b 10.75+0.78d 56.26 +3.27 b
28 julio 17.02+1.01e 17.59+1.27 e 3461+2.10c 40.18 +2.78 d 9.72+0.73f 49.91+3.20d
11 agosto 14.16+0.82 g 14.38+1.04 ¢ 2854+1.79e 38.28+2.60f 8.98+0.67 h 47.26 £2.81f
28 agosto 8.10+0.52i 14.22+1.05i 2232+1.46¢g 15.18 +1.03 h 9.02+0.68] 2421+1.53¢g
8 septiembre 9.29 +0.56 k 14.04 +1.07 k 23.33+1.51h 15.51+1.04j 8.82+0.631 2433+1.75h
22 septiembre 9.31+0.55m 14.74+1.08 m 2405+1.60i 12.71+0.96 | 7.58+0.55n 20.29+1.03j
6 octubre 8.84+0.490 14.36+1.050 23.20+1.39k 541+0.46n 10.40+0.79p 15.81+0.98 |
20 octubre 7.96+0.43q 13.95+1.03q 21.91+1.06 m 1.41+0.10p 419+031r 5.60+0.43 n
3 noviembre 6.45+0.38s 13.45+1.01s 19.90+0.98 0 1.06 +0.08 r 3.28+0.24 t 4.34+0.28 p
17 noviembre 7.86+0.41u 11.20+0.83 u 19.06 +0.89 q 0.58+0.03v 1.18 +0.09 v 1.77+0.09r
1 diciembre 6.60 + 0.36 x 4.20+0.31x 10.80+0.76 s 0.26+0.02y 0.80+0.06y 1.06 £ 0.05t
15 diciembre 4.03+0.28w 240+0.21w 6.43+0.58u 0.07+0.01z 0.02+0.01z 0.09+0.01v

*En cada valor se representa la media + RSD. Cada valor es la media de dos determinaciones. Valores con diferentes letras para un mismo compuesto indican diferencias significativas

(Test de Rango Muiltiple de Tukey, P < 0.05).
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Tabla 20. Concentraciones individuales y totales de las formas agliconas dialdehidicas de oleuropeina y ligustrésido durante el ciclo vegetativo del

fruto del olivo Olea europaea L. de las variedades Hojiblanca y Arbequina.*

Concentraciéon (umol/g)

Hojiblanca Arbequina

Fecha de

muestreo 3,4-DHPEA-EDA p-HPEA-EDA Total 3,4-DHPEA-EDA p-HPEA-EDA Total
30 junio 227.97 £15.50a 3.34+0.24 a 231.31+13.21a 258.32+16.79a 1.16 £0.09 b 259.48 £ 14.25a
14 julio 78.05+6.09 c 291+0.21c 80.96+6.13 b 192.45+12.09b 0.73+0.06d 193.18 +12.45¢
28 julio 39.50+2.45e 2.02+0.15e 41.52£2.98d 47.22+2.83d 1.33+0.11f 48.55+3.01e
11 agosto 9.23+0.63 g 0.20+0.01g 9.43+0.58f 12.87+£2.74f 0.21+0.02g 43.08+2.89¢g
28 agosto 46310311 0.08£0.01h 4.71+0.24h 42.19+2.74 h 0.16 £0.01i 42.35+2.15i
8 septiembre 3.38+0.23 k 0.02+0.01j 3.40+0.25] 42.02+2.73j 0.01+0.01j 42.03+2.12k
22 septiembre 296 +£0.20m 0.01+£0.01k 2.97+0.191 40.21+2.651 0.02 £+0.01 k 40.23£1.98 m
6 octubre 2.72+0.180 0.01+0.011 2.73+0.15n 2599+1.74n 0.23+0.01m 26.22+1.78 0
20 octubre 1.65+0.11q 0.02+0.01n 1.67+0.10p 26.96+1.83p 0.41+£0.030 27.37+1.81q
3 noviembre 1.04 +0.07 s 0.01+0.01p 1.05+0.09r 25.16+1.71r 0.44+0.03¢ 25.60+1.67s
17 noviembre 0.76 £0.05u 0.01+0.01s 0.77+0.03t 32.32+2.20t 0.47+0.04r 32.79+2.03u
1 diciembre 0.75+0.06y 0.00u 0.75£0.03 x 30.93+2.13v 0.81+0.05t 31.74+2.01y
15 diciembre 0.74+£0.06z 0.00 x 0.74+£0.03w 31.58+2.17 w 0.06 £0.01v 3164192z

*En cada valor se representa la media + RSD. Cada valor es la media de dos determinaciones. Valores con diferentes letras para un mismo compuesto indican diferencias significativas

(Test de Rango Muiltiple de Tukey, P < 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La enzima B-glucosidasa esta implicada en varios puntos de las rutas anabdlicas y catabdlicas
de la biosintesis de la oleuropeina, y como consecuencia de su alta actividad observada
durante la fase de fruto inmaduro, la ruta catabdlica es mds activa que la anabdlica, limitando
asi la eficacia en la formacién de oleuropeina. Cuando la fase de la formacién de compuestos
fendlicos se ha completado, la capacidad biosintética disminuye y existe una disminucién en
los niveles de concentracién de todos los compuestos (Figura 20). La brusca caida en la
concentracién de los compuestos implicados en el metabolismo de la oleuropeina parece
indicar que existe también una disminucién general en la biosintesis de fenoles, porque no se
observan incrementos netos en las concentraciones de los precursores ni en las de los
catabolitos (con excepcién del tirosol anteriormente mencionado). Por tanto, el cambio en la
concentracion de oledsido-11-metil ester, que disminuy6 de 78.2 a 15.3 umol/g del primer al
segundo muestreo, corresponde con el incremento en la concentracidon del acido elendlico,
que paso de 27.3 a 92.9 umol/g. De esta manera, se podria decir que a partir de oledsido-11-
metil ester, mediante la actividad de B-glucosidasa (Figura 22), se forma el acido elendlico. Por
otra parte, el tirosol podria ser incorporado a la sintesis de oleuropeina. De hecho, la
concentracion en tirosol disminuyé de 6.1 a 4.6 umol/g. Este compuesto podria haber estado
implicado en la ruta de biosintesis, concretamente en el paso en que se obtiene ligustrdsido a
partir de la esterificacién de 7-B-1-D-glucopiranosil-11-metil oledsido con tirosol. Por tanto, el
contenido inicial de tirosol de 6.1 umol/g es incorporado a la sintesis de oleuropeina,

produciendo un incremento en su concentracion de 6.3 umol/g.

Como se ha comentado anteriormente, el contenido en fenoles totales disminuyd un 85% en la
fase inicial (Figura 19). Como consecuencia, la marcada disminucidn en el contenido en formas
agliconas indica que éstas son utilizadas en otras rutas anabdlicas para producir otros
intermediarios metabdlicos no considerados en este estudio. Ademads, los resultados
obtenidos indican que la sintesis de oleuropeina puede ser localizada en la pulpa de la oliva y
gue se produce siguiendo la ultima fase de la ruta establecida por Damtoft (Figura 14), a partir
del ligustrdsido via oledsido-11-metil ester, el principal precursor; pero esta sintesis depende
en gran medida de los procesos enzimaticos de B-glucosidasa y esterasa (Figura 21), que

modifican de forma muy significativa el rendimiento en la sintesis de oleuropeina.

Finalmente, el balance de masas nos servird para establecer hipdtesis sobre el papel
desarrollado por 3,4-DHPEA-EDA y oledsido-11-metil ester como precursor y producto de la
degradacién de oleuropeina, respectivamente. Varios autores (Capasso et al., 1996;
Montedoro et al., 1993a; Obied et al., 2007; Vierhuis et al., 2001;) han sugerido que para la
formacion de 3,4-DHPEA-EDA se debe producir la apertura del anillo de 3,4-DHPEA-EA y la
posterior isomerizacion del acido elendlico para producir la estructura dialdehidica. Sin
embargo, Ryan et al. (2002a, 2003) propusieron que 3,4-DHPEA-EDA era un precursor de
oleuropeina que posteriormente se transformaba en oleurdsido, aunque puntualizaron que

seria necesaria una investigacion mas profunda con el uso de marcadores para confirmar esta
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hipdtesis. Analizando nuestros resultados, si 3,4-DHPEA-EDA fuera precursor de oleuropeina,
se hubiera observado una disminucién acusada de su concentracion acompafiada por un
incremento notable en la concentracidon de oleuropeina (Figura 20). Por tanto, segun los
resultados obtenidos, se podria afirmar que 3,4-DHPEA-EDA no interviene como precursor de

la oleuropeina, como sugirieron por Ryan et al. (2002a).

Durante la fase de maduracidon verde, el contenido en oledsido-11-metil ester varié de 2.2 a
4.2 umol/g del 11 de agosto al 22 de septiembre, hasta mantenerse practicamente constante
(3 umol/g) hasta el final del estudio. Esto concuerda con los valores de la concentracién de
oleuropeina, que también se mantuvo constante entre 3 y 2 umol/g entre el 28 de agosto y el
22 de septiembre. Este hecho nos permite descartar que oledsido-11-metil ester sea un

producto de degradacién de la oleuropeina por la accidn de la esterasa.
6.1.2.2. Variedad Arbequina

En la Figura 20 se muestra que las concentraciones de los compuestos precursores de
oleuropeina (oledsido-11-metil ester, tirosol y ligustrésido) en la variedad Arbequina fueron
menores que las cuantificadas en la variedad Hojiblanca, pero sin embargo, el contenido en
oleuropeina fue mayor. En referencia a los compuestos mayoritarios, los frutos de Arbequina
presentaron una mayor concentracién en las formas agliconas que los frutos de Hojiblanca. En
esta variedad, la implicacion de los precursores en la biosintesis de la oleuropeina se observa
claramente: la disminucidn en la concentracidn desde el 30 de junio al 28 de julio de todos los
precursores fue dedicada a mantener los niveles de concentracién de oleuropeina en torno a
12 umol/g. Esta concentracién aumenté de forma continua hasta el 8 de septiembre,
registrandose una sintesis neta de oleuropeina de hasta 40 pumol/g, mayor que la observada en
la variedad Hojiblanca. El incremento neto en este periodo fue de 28 umol/g, que representa
un 65% de la cantidad mdaxima de oleuropeina detectada. El hecho de que el nivel de
compuestos precursores fuera mucho menor que en los frutos de Hojiblanca, indica que estos
precursores son metabolizados de manera mas rdpida en los frutos de la variedad Arbequina

que en los de Hojiblanca.

El perfil de variacidon en la concentraciéon del acido elendlico difiere con el observado en
Hojiblanca. En la oliva Arbequina, éste presenta dos maximos. El primer maximo, de 14.6
umol/g en el 11 de agosto, concuerda con la acumulacién de oleuropeina, cuya concentracion
pasé de 12.0 a 20 umol/g, con un incremento neto de 8 umol/g. En este incremento estaria
implicada la enzima B-glucosidasa, que hubiera degradado el oledsido-11-metil ester (Figura 21)
para la obtenciéon de 4cido elendlico. El hecho que la concentracion de oledsido-11-metil ester
disminuya a la vez que la concentracién en acido elendlico aumenta sostiene esta hipdtesis de
que el acido elendlico proviene directamente del precursor oledsido-11-metil ester por la
accion de la enzima B-glucosidasa. Sin embargo, el segundo maximo observado en la

concentracion del acido elendlico, del 6 de octubre, concuerda con una disminucién acusada
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de oleuropeina de 40 a 11 umol/g, con una pérdida neta de 29 umol/g, observada entre el 8 de
septiembre y el 6 de octubre. Esta caida en la concentracién puede ser debida a la accién
combinada de esterasa y B-glucosidasa sobre oleuropeina, produciéndose oledsido-11-metil

ester y acido elendlico (Figura 21).

Los niveles de los precursores oledsido-11-metil ester y ligustrésido disminuyeron hasta el 28
de agosto, pero se incrementaron en el muestreo del 8 de septiembre, coincidiendo con el
maximo de oleuropeina. El balance de masa del otro precursor, el tirosol, refleja tanto
incrementos como pérdidas: de 2.4 a 0.8 umol/g entre el 30 de junio y el 28 de agosto, de 0.8
a 1.0 umol/g de 28 de julio a 11 de agosto y de 1.0 a 0.2 umol/g entre el 11 de agosto y el 8 de
septiembre. Adicionalmente, se observé un incremento en la concentracién de ligustrésido, de
0.8 a 4.6 umol/g entre el 28 de agosto y el 8 de septiembre. Este hecho muestra que la ruta
metabdlica esta activa, resultando en un incremento en la concentracién de oleuropeina en el
mismo periodo de 12.0 a 20.0 umol/g, de 20.0 a 28.6 pmol/g y de 28.6 a 40 umol/g (Figura 20).
En esta variedad, la esterificacion de 7-B-1-D-glucopiranosil-11-metil oledsido con tirosol se
produjo mas rapidamente, lo que no permite su apreciacion en los resultados (Figura 20). Asi,
aunque el valor absoluto detectado para tirosol es mas bajo que el detectado para la variedad

Hojiblanca, su papel en la sintesis de oleuropeina es mas importante.

Como sucedid en las muestras de la variedad Hojiblanca, el contenido en 3,4-DHPEA-EA y 3,4-
DHPEA-EDA fue alto en el primer muestreo, 196.4 y 258.3 umol/g, respectivamente (Tablas 19
y 20) en comparacion con el resto de compuestos estudiados en este trabajo. Esto indica que
la ruta catabdlica es mas activa que la anabdlica. La actividad de la enzima B-glucosidasa en los
frutos de Arbequina mostré un valor maximo en torno a 8 pkat/g (Figura 22B) que dobla el
obtenido en la variedad Hojiblanca. Esta alta actividad produce una continua y mayor

concentracién de 3,4-DHPEA-EDA en la variedad Arbequina a lo largo de todos los muestreos.

De una forma similar, el contenido total de las formas agliconas de oleuropeina y ligustrésido
(Tabla 19) fue significativamente mayor en los frutos de la variedad Arbequina (excepto en el
primer muestreo) hasta el 8 de septiembre, debido a la alta actividad de la enzima B-
glucosidasa en esta variedad. Lo mismo pasé con el compuesto 3,4-DHPEA-EDA (Tabla 20), el
cual mostré valores significativamente mayores en la variedad Arbequina a lo largo de todo el
estudio, de acuerdo con la alta actividad B-glucosidasica. Este hecho sostiene que 3,4-DHPEA-
EA es el sustrato que se utiliza en esta variedad para la sintesis de 3,4-DHPEA-EDA mediante
una serie de reacciones, probablemente debido a que en la variedad Arbequina los sistemas

enzimaticos son mas activos.

A partir del 11 de agosto, se produce una disminucién en la concentracién de 3,4-DHPEA-EA
(Tabla 19) mas rdpida que la que se produce en 3,4-DHPEA-EDA (Tabla 20), que lo hace de
manera mas gradual. Por su parte, la transformacion de ligustrésido en su forma aglicona (p-

HPEA-EA) es rdpida y presenta valores mas altos que su predecesor, mientras que la formacion
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de p-HPEA-EDA es mas lenta, a diferencia de 3,4-DHPEA-EDA. En las fases de maduracién verde
y maduracién negra, en las concentraciones de estos compuestos se producen incrementos y
pérdidas de una manera arbitraria y sin seguir un patron especifico. El incremento en p-HPEA-
EDA puede ser debido a la degradacion de ligustrdsido aglicona entre los muestreos 6 y 10. El
incremento final en la concentracion de oleuropeina es analogo al incremento que se produce
en oledsido-11-metil ester y en p-HPEA-EDA, lo que sélo puede ser explicado por
reordenaciones o por los mecanismos de transporte que movilizan los substratos en varias
partes de la planta (Fernandez-Bolafios et al., 1995). Sobre este tema, Parr y Bolwell (2000)
indicaron los sistemas de transporte y de compartimentacién metabdlica implicados en el
movimiento de sustratos fendlicos, que aun no esta del todo definido. El hecho de que el arbol

florece varias veces consecutivas podria afectar y explicar los resultados obtenidos.

Finalmente, es importante remarcar que este es el primer estudio que analiza la evolucién de
los precursores de la oleuropeina, oledsido-11-metil ester, tirosol y ligustrésido, y los
productos de degradacién enzimdtica, el acido elendlico y las formas agliconas de oleuropeina
y ligustrésido, durante el ciclo vegetativo de los frutos de O. europaea. Estos resultados
sostienen que la biosintesis de oleuropeina sigue la ruta propuesta por Damtoft et al. (1993)
en las variedades Hojiblanca y Arbequina. Ademas, la alta actividad de B-glucosidasa detectada
en ambas variedades actla directamente sobre los fenoles glucosilados, modulando asi la
sintesis in vivo de la oleuropeina y sus precursores, confirmandose que la accién de esta
enzima disminuye el contenido en oleuropeina, que es el compuesto mayoritario de la oliva en
la gran mayoria de variedades. La actividad enzimdatica produce acido elendlico y las formas
agliconas de oleuropeina y ligustrésido como principales productos de degradacion. Cabe
mencionar que este proceso metabdlico de la oleuropeina es complejo y es diferente segun la
variedad. En este caso, en la variedad Arbequina las rutas metabdlicas eran activas de una
manera sostenida a lo largo del tiempo y obtenian mejores rendimientos que en los frutos de
la variedad Hojiblanca. Considerando que el clima y las condiciones agrondmicas afectan al
contenido fendlico de los frutos del olivo, se deberia llevar a cabo estudios mas especificos con

el fin de confirmar la teoria de este trabajo.
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6.2. FORMACION Y TRANSFORMACION DE COMPUESTOS FENOLICOS DURANTE EL
CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LOS FRUTOS DEL OLIVO (OLEA EUROPAEA L.) DE VARIEDAD
ARBEQUINA: COMPARACION ENTRE CULTIVO ECOLOGICO Y CULTIVO CONVENCIONAL

En esta experiencia se analiza la evolucion de los compuestos fendlicos de la oliva durante el
periodo que va del cuajado del fruto a la madurez industrial. En particular se hace incidencia
en el estudio de la acumulacién de oleuropeina, los metabolitos implicados en su sintesis y los
compuestos producto de su degradacion a lo largo del crecimiento y la maduracion en frutos
del olivo de la variedad Arbequina cultivada segin los tipos de cultivo convencional y
ecoldgico. También se hace un estudio de la evolucion de los flavonoides y de lignanos. El
trabajo se realizd con frutos de la variedad Arbequina, de cultivo ecolégico y convencional,
procedentes de una finca situada en Els Torms (Lleida). Los resultados mas importantes han
sido comparados con un estudio paralelo llevado a cabo en el Instituto de la Grasa de Sevilla

bajo la coordinacion de las Dras. Minguez-Mosquera y Gutiérrez-Rosales.
6.2.1. Desarrollo del fruto

Se realizaron 22 muestreos en Lleida, del 18 de junio al 11 de noviembre, tal y cémo se detalla
en el apartado Material y métodos. A lo largo de estos muestreos, se tomaron datos de la
humedad del fruto (%), ademds del peso medio del fruto (g) y del hueso (g), que se pueden

observar en la Figura 23.

En el peso del fruto se observa una progresion continua y lenta. En el primer muestreo, los
frutos recientemente cuajados de cultivo ecolédgico y de cultivo convencional pesaron lo
mismo, 0.07 g, peso que se fue incrementando a lo largo de la maduracién. En el ultimo
muestreo, el 14 de diciembre, las olivas de produccidon ecolégica pesaron 2.04 g y las
convencionales 1.87 g. Es decir, a lo largo de la maduracién, el peso de los frutos de

produccidn ecoldgica y tradicional fue muy similar.

En cuanto al peso del hueso, éste se pudo determinar a partir del cuarto muestreo, dado que
en las primeras tomas de muestra el hueso todavia no estaba endurecido. El primer muestreo
en que se pudo determinar el peso del hueso fue en el 16 de julio (0.09 g en los frutos de
cultivo ecolégico y 0.07 g en los de cultivo tradicional). El peso del hueso fue incrementando a
lo largo de la maduracién de una manera paralela en ambos tipos de cultivo, alcanzando en el
ultimo muestreo un valor de 0.27 g el hueso del fruto de cultivo ecoldgico y 0.25 g el de cultivo

tradicional.
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Figura 23. Evolucion del peso del fruto y del hueso (g) y de la humedad de la oliva (%) durante

el periodo de maduracion en frutos de la variedad Arbequina cultivada en la provincia de

Lleida.
La humedad de las olivas de ambos tipos de cultivo presenté una evolucién similar. Los

contenidos maximos de humedad se observaron en los primeros muestreos. En el primer

muestreo, los frutos de ambos tipos de cultivo mostraban una humedad del 63%, que
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aumentd hasta el 64% en el segundo, y que posteriormente fue disminuyendo a lo largo del
tiempo. Del 9 al 29 de julio, en 20 dias, la humedad disminuyé de una manera muy acusada: en
el cultivo ecolégico paso del 62% al 51%, mientras que en cultivo convencional pasé del 63% al
53%, representando pérdidas en humedad del 18% y del 16% respectivamente. A partir del 29
de julio, la humedad en ambos tipos de cultivo se mantuvo mas o menos estable entre el 50 y
el 52%.

Podemos por tanto concluir que las dos plantaciones tuvieron un ciclo vegetativo paralelo y
que el fruto evoluciond de forma muy similar, por lo que se excluye la posibilidad de que el
cultivo ecoldgico sufriese estrés hidrico por competencia con la cubierta vegetal de la

plantacion.
6.2.2. Formacion y transformacion de oleuropeina
6.2.2.1. Cambios metabdlicos durante la acumulacién y degradacién de oleuropeina

En esta experiencia se han cuantificado los compuestos fendlicos precursores de la
oleuropeina (Figura 14) y los compuestos producto de su degradacién (Figura 21) debido a la
accion de las enzimas durante la formacién, desarrollo y maduracion de la oliva. Estos
compuestos son 7-cetologanina, oledsido-11-metil ester, 7-B-1-D-glucopiranosil 11-metil
oledsido, tirosol, ligustrésido, oleuropeina y los productos derivados de la actividad PB-
glucosidasa, 3,4-DHPEA-EA, 3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA-EA, p-HPEA-EDA vy 4cido elendlico. En la
Figura 24 se muestran los cromatogramas de iones de estos compuestos cuantificados
mediante HPLC-MS/MS. Oleuropeina y tirosol fueron cuantificados en base a sus estandares
comerciales. Los compuestos 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA, p-HPEA-EA y p-HPEA-EDA fueron
cuantificados usando la recta de calibracion del estandar 3,4-DHPEA-EDA obtenido mediante
cromatografia semipreparativa. Los compuestos acido elendlico, 7-cetologanina, oledsido-11-
metil ester, acido elendlico glucosilado, ligustrésido y 7-B-1-D-glucopiranosil 11-metil oledsido
fueron cuantificados con la curva de calibrado de la oleuropeina. Los resultados se han

representado en la Figura 25 y sus concentraciones se expresan en pmol/g de pulpa seca.
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Figura 24. Cromatograma de masas de los iones cuantificados en la oliva mediante la técnica

HPLC-MS/MS.
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Figura 25. Cambios en la concentracion de fenoles (umol/g de pulpa seca) durante el ciclo

vegetativo de oliva Arbequina de Lleida. Cada valor es expresado como media * STD. STD<15%

Las concentraciones detectadas de los precursores 7-cetologanina, oledsido-11-metil ester, 7-
B-1-D-glucopiranosil 11-metil oledsido y tirosol fueron muy bajas en los dos tipos de cultivo.
Esto indica que estos compuestos son rapidamente metabolizados para su incorporacion a la

sintesis de ligustrésido, que es el precursor inmediato de la oleuropeina (Figura 14). Este hecho
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se confirma con las altas concentraciones de ligustrdsido y oleuropeina detectadas en frutos
inmaduros. La concentracion en ligustrdsido en el primer muestreo fue de 208 umol/g en
frutos ecoldgicos y 215 pmol/g en convencionales. Hasta el tercer muestreo, la concentracidn
en ligustrésido disminuyd rdpidamente, observandose a su vez un incremento neto de la
concentracidén de oleuropeina del primer al segundo muestreo de 22.6 umol/g en frutos
ecoldgicos y de 52.8 umol/g en frutos convencionales, alcanzando en este segundo muestreo
las concentraciones maximas de todo el estudio, 255 pmol/g en frutos ecoldgicos y 277 umol/g
en convencionales. A partir de este momento, la oleuropeina fue el compuesto fendlico mas
abundante, alcanzando concentraciones en un rango comprendido entre 255 y 203 umol/g en
el cultivo ecoldgico y entre 277 y 183 umol/g en el tradicional mientras los frutos fueron
inmaduros, con la piel de color verde intenso (desde el 28 de junio al 9 de julio). Sin embargo,
la oleuropeina no fue el compuesto mds abundante durante todos los estados fisioldgicos del
fruto. Cuando el fruto tenia la piel de color verde, la concentracidn en oleuropeina disminuyd y
se mantuvo constante entre 153-132 umol/g para los frutos ecoldgicos y en torno a 180
umol/g para los de produccion tradicional durante un periodo de 4 semanas (desde el 16 de
julio al 5 de agosto). Esta estabilidad en la concentracion de oleuropeina detectada después de
su concentraciéon maxima del 26 de junio, sugiere que se alcanza un equilibrio entre los
procesos de acumulacién y de degradacion del compuesto fendlico. Después de este estado,
del 5 de agosto al 2 de septiembre se produce una pérdida en el contenido de oleuropeina de
81 umol/g y 107 umol/g en los frutos ecoldgicos y convencionales, respectivamente, lo que
sugiere que la fase de biosintesis ha concluido. Posteriormente, se detectd un pequefio
incremento en la concentracién de oleuropeina, hasta el 16 de septiembre, fecha a partir de la
cual su concentracién comenzé a disminuir para quedarse mds o menos estable, cuando el

fruto era de color violeta, en 0.3-0.1 umol/ g en ambos cultivos.

En el estudio paralelo llevado a cabo en Sevilla (Gutiérrez-Rosales et al., 2012), las reacciones
implicadas en las rutas biosintéticas siguieron el mismo patrdon que en los frutos de Lleida. La
concentracién maxima en ligustrdsido fue cuantificada en el primer muestreo, con 76.3 umol/g
en los frutos de cultivo ecoldgico y 100 umol/g en convencional. A partir del segundo
muestreo, la concentracién en ligustrésido empezd a disminuir, alcanzando en el cuarto
muestreo valores de 16 pmol/g y 17.6 umol/g en cultivo ecoldgico y convencional,
respectivamente. Esta disminucion tuvo influencia en la formacidon de oleuropeina, que
alcanzé su concentracion maxima (93.6 umol/g en frutos ecoldgicos y 137 umol/g en
convencionales, lo que corresponde con incrementos respecto al primer muestreo de 38
umol/g y 93 pmol/g, respectivamente) en el segundo muestreo. Posteriormente, del tercer al
sexto muestreo, la concentracidon en oleuropeina disminuyé de 85 a 35 pmol/g en los frutos de
cultivo orgénico y de 112 a 60 umol/g en los de cultivo convencional. A partir de ese momento,
la concentracidn en oleuropeina se mantuvo bastante estable en 20-23 umol/g en cultivo
ecoldgico y 40-50 pumol/g en el convencional, del 24 de agosto al 5 de octubre.

Posteriormente, se observd una pérdida neta de 17 umol/g y 13 umol/g en el contenido en
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oleuropeina en ecolégico y convencional, respectivamente. Al final de la maduracién, cuando
el fruto era de color violeta, la concentracion en oleuropeina fue de 0.2-0.3 umol/g en ambos
cultivos. La mayor concentracion de oleuropeina en los frutos de Lleida que en los de Sevilla
sugiere que los cultivos de Lleida poseen una mayor capacidad biosintética. La acumulacién de
oleuropeina dependié mas del origen geografico de las muestras que del tipo de cultivo. Esta
observacion sugiere la existencia de diferencias fisioldgicas entre los cultivos de Lleida y Sevilla
relacionadas con la una menor capacidad de biosintesis de oleuropeina y fenoles intrinsecos

en los frutos cultivados en Sevilla.

Revisando los trabajos realizados anteriormente donde se determina la presencia de
oleuropeina en olivas de diferentes variedades, se observa que sus valores se mueven en un
rango relativamente pequefio. Amiot et al. (1986) determinaron valores similares de
concentracién en frutos de diferentes variedades durante su desarrollo y maduracién, de
aproximadamente 46.3 umol/g en las variedades Luque y Picholine y de 45.2 umol/g en la
variedad Solonenque. En un trabajo de Ryan et al. (2003), en que estudiaron el contenido
fendlico en frutos verdes de la variedad Hardy’s Mammoth, el maximo de concentracién en
oleuropeina fue 44.4 umol/g. En Espafia, Ortega y Peragdn (2009) cuantificaron el contenido
en oleuropeina en frutos verdes, obteniendo valores de 69.9 pmol/g en la variedad Picual y
54.7 umol/g en Arbequina. En este trabajo, en el capitulo 1, se determind que el contenido
maximo en oleuropeina de frutos cultivados en Cérdoba fue de 20 pmol/g y 40umol/g en las
variedades Hojiblanca y Arbequina, respectivamente. Como se puede observar, los valores

medios estarian entre 20 pumol/gy 70 umol/g.

En otro estudio, Ortega-Garcia y Peragén (2010) determinaron la concentracién de la
oleuropeina en ramas vy raices de O. europaea L. variedad Picual durante la maduracién de los
frutos. Observaron que la concentracidn en las ramas sufrié un incremento desde mediados de
septiembre (37 umol/g) hasta finales de noviembre (111 umol/g), mientras que en las raices

descendié durante la maduracion del fruto, de 11 umol/g a 0.9 umol/g.

En el presente estudio, la concentracién de los fenoles es mucho mas elevada que en otros
estudios, aunque se debe tener en cuenta que nunca se habian estudiado estos frutos en
estados fisioldgicos tan tempranos. Ryan et al. (2003), estudiando también el contenido
fendlico en diferentes tejidos del olivo, concluyeron que no habia grandes diferencias en el
perfil fendlico cualitativo entre ellos, aunque encontraron diferencias importantes en las
cuantificaciones, siendo la pulpa el tejido que presenté un mayor variabilidad en el rango de

concentracion de los diferentes fenoles.
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6.2.2.2. Implicacion de la enzima B-glucosidasa en la degradacién de oleuropeina.

Se ha estudiado la implicacién de la enzima B-glucosidasa en la ruta biosintética de los
compuestos secoiridoides. Esta es la enzima responsable de la hidrdlisis de los glucésidos
oledsido-11-metil ester, oleuropeina y ligustrdsido, generando 4cido elendlico y las
correspondientes formas agliconas de oleuropeina (3,4-DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-EDA) y de
ligustrésido (p-HPEA-EA y p-HPEA-EDA). La Figura 26 muestra la evolucién de la actividad
enzimatica, que mostrd un incremento del 9 de julio al 2 de septiembre, de 1.3 a 2.7 pkat/g en

los frutos ecolégicos y de 1.4 a 3.0 en los convencionales.
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Figura 26. Cambios en la actividad B-glucosidasa durante el ciclo vegetativo del fruto (pkat/g
de polvo acetdnico) en muestras de oliva Arbequina procedente de cultivo tradicional y

ecoldgico.

Como se puede observar comparando la Figura 26 con los valores de los compuestos fendlicos
que aparecen en la Figura 25, la maxima actividad B-glucosidasica coincide con la aparicion de
las formas agliconas, mientras que las concentraciones mas altas de oleuropeina se dieron
cuando la actividad de B-glucosidasa era muy baja. La concentracion maxima de formas
agliconas se observa durante el periodo de maxima actividad enzimatica, y se mantienen como
compuestos mayoritarios durante el resto del estudio. Este hecho sugiere que la sintesis de
novo de oleuropeina empieza cuando el fruto es inmaduro. Comparando con los resultados del
estudio paralelo llevado a cabo en Sevilla (Gutiérrez-Rosales et al., 2012) se observa que dado
qgue la concentracién de oleuropeina fue siempre mads alta en los frutos de Lleida, tanto en
cultivo ecoldgico como en tradicional, se puede afirmar que la sintesis de este compuesto

depende mas del origen geografico del fruto que del tipo de cultivo.
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El periodo de tiempo en que la concentracién de oleuropeina se mantuvo estable indica que la
ruta de sintesis de oleuropeina se mantiene todavia activa, y que se encuentra en equilibrio
con la ruta catabdlica donde actua B-glucosidasa. Se debe remarcar que cuando el fruto
cambioé de color verde a verde-amarillo, se observé un segundo maximo en la concentracién
de oleuropeina (16 de septiembre) de 97 umol/g en los frutos ecoldgicos y 77 pmol/g en los
convencionales. Este maximo se produjo en el mismo momento que el maximo observado en
el capitulo 1 de este trabajo, en olivas de la variedad Arbequina cultivadas en Cérdoba, aunque
la sintesis de oleuropeina fue mas baja (40 umol/g). Este nuevo incremento en la
concentracién se puede explicar por la baja concentracién de B-glucosidasa, lo que se traduce
en poca modificacidn del sustrato oleuropeina y por tanto, una disminucién en la formacién de
las formas agliconas. La actividad determinada para esta enzima el 16 de septiembre en los
frutos de Lleida fue 0.68 pkat/g en los frutos ecoldgicos y 0.83 pkat/g en los convencionales.
En el estudio del capitulo 1, la actividad B-glucosidasica registrada en el momento de maxima
concentracion de oleuropeina fue mucho mayor (1.99 pkat/g) y, en consecuencia, la
concentracién en oleuropeina fue mucho mas baja. Este resultado indica que el maximo
registrado en el estudio del capitulo 1 corresponde a un estado de degradacion de la
oleuropeina y que el momento de sintesis maxima no pudo ser observado debido al rapido
desarrollo del fruto y a la mayor actividad B-glucosidasica, que fue 2.4 veces mayor
(1.99/0.83).

El contenido en oleuropeina disminuyé a medida que el fruto se desarrollé y madurd. Esta
disminucién ocurridé durante el periodo en que la ruta biosintética de la oleuropeina competia

con la ruta catabdlica de B-glucosidasa.

La concentracién de las formas agliconas se incrementd simultaneamente a la actividad de la
enzima. Esto confirma la hidrdlisis por la actividad de B-glucosidasa enddgena de la
oleuropeina in vivo, ya que a medida que la concentracién de oleuropeina disminuia, el ratio
de transformacion del sustrato se incrementaba. Durante este periodo, las formas agliconas
alcanzaron su contenido madaximo, siendo los fenoles mas abundantes, y después su
concentracién disminuyd rapidamente. Este descenso indica que estos compuestos pueden

reaccionar con otros tipos de compuestos que no han sido analizados en este estudio.

Por otra parte, la oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EA) fue el compuesto mas abundante entre
los fenoles estudiados, con concentraciones de 192-195 pumol/g en los frutos de cultivo
ecoldgico y 228-145 umol/g en los de cultivo convencional, desde el 5 de agosto al 2 de
septiembre. La forma dialdehidica del acido elendlico unida al hidroxitirosol (3,4-DHPEA-EDA)
también mostrd su concentracién maxima (70-75 umol/g en los frutos de cultivo ecoldgico y
82-72 umol/g en los de cultivo convencional) durante este periodo. Estos maximos en las
concentraciones de las formas agliconas de oleuropeina coinciden con el maximo de la
actividad de B-glucosidasa en los frutos ecoldgicos (2.3-2.7 pkat/g) y en los convencionales
(2.4-3.0 pkat/g).
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A partir del 2 y del 9 de septiembre y hasta el final del estudio, la concentraciones de ambas
formas agliconas (3,4-DHPEA-EDA vy 3,4-DHPEA-EA, respectivamente) disminuyeron
significativamente. Concretamente, la concentracion de 3,4-DHPEA-EA disminuyd de 156 a 2.1
umol/g en el cultivo ecoldgico y de 112 a 1.0 umol/g en el convencional, y la concentracién de
3,4-DHPEA-EDA de 55.0 a 8.0 umol/g en el cultivo ecoldgico y de 73.4 a 2.5 umol/g en el
cultivo convencional. A pesar de la disminucién en la concentracidn, estas formas agliconas
fueron los compuestos mayoritarios durante todo el estudio y se observaron durante todo el

periodo de actividad de la enzima B-glucosidasa.

También en el estudio paralelo llevado a cabo por las Dras. Gutiérrez-Rosales y Minguez
Mosquera, las formas agliconas de oleuropeina fueron los compuestos mas abundantes en los
cultivos de Sevilla (Gutiérrez-Rosales et al., 2012). En dicho ensayo, entre el 27 de julio y el 21
de septiembre, la concentracidon de oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EA) fue de 138 a 92
umol/g en el cultivo ecoldgico y de 178 a 100 umol/g en el convencional. Durante este
periodo, el compuesto 3,4-DHPEA-EDA también mostrd su concentracion maxima, pasando de
37 a 20 pumol/g y de 43 a 28 umol/g en frutos de cultivo ecoldgico y convencional,
respectivamente. Estas concentraciones maximas en la concentracién de oleuropeina aglicona
coinciden con el maximo de actividad B-glucosidasa que fue de 2.9 a 1.8 pkat/g en el cultivo
ecoldgico y de 3.8 a 2.7 pkat/g en el convencional en el mismo periodo. A partir del 21 de
septiembre, la concentracién de 3,4-DHPEA-EA comenzd a disminuir hasta alcanzar valores de
1.3-1.4 umol/g en ambos tipos de cultivo hacia el final del estudio. La concentracién de 3,4-
DHPEA-EDA también fue disminuyendo de una forma suave en ambos tipos de cultivo, hasta

10.6 pmol/g en los frutos ecoldgicos y 16 umol/g en los convencionales al final del estudio.

Por tanto, una vez se ha completado el periodo inicial en que se produce la acumulacién de
oleuropeina, esta oleuropeina acumulada empieza a ser hidrolizada por la enzima B-
glucosidasa, a pesar de que la ruta biosintética esta todavia activa. Este hecho explica los
resultados obtenidos en Lleida y la idea de dos rutas metabdlicas (anabdlica y catabdlica) que
compiten durante esta fase de desarrollo. La concentracién de formas agliconas fue superior
en el cultivo convencional en el que B-glucosidasa alcanzé su actividad maxima. Comparando
con los datos de Sevilla (Gutiérrez-Rosales et al., 2012), se observa que alli la disminucién fue
mucho mas pronunciada y a su vez, la actividad B-glucosidasa en los frutos de cultivo
convencional fue mayor que la actividad observada en nuestro estudio de Lleida (3.8 pkat/g

frente a 3.0 pkat/g, respectivamente).

Las bajas concentraciones de las formas agliconas de ligustrdsido (p-HPEA-EA y p-HPEA-EDA)
causadas por la actividad de B-glucosidasa, coincidieron con la desaparicién de ligustrdsido,

que fue consumido en la ruta de biosintesis de la oleuropeina.

El incremento en la concentracion del acido elendlico (Figura 25) a partir del 9 de julio se

relaciona con la acciéon de B-glucosidasa sobre el compuesto oledsido-11-metil ester, y
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coincide con la estabilizacién en la concentracion de oleuropeina. En el segundo estado de
desarrollo, la presencia del acido elendlico se relaciona con la degradacion de oleuropeina
mediante esterasas (Obied et al., 2007), ya que son las encargadas de transformar oleuropeina
en oledsido-11-metil ester, que posteriormente se transforma en acido elendlico por accién de
B-glucosidasa. Por tanto, la formacion del acido elendlico estuvo relacionada con la accion de
B-glucosidasa via el intermediario oledsido-11-metil ester hasta el 2 de septiembre. Durante el
resto del estudio, la presencia del acido elendlico fue asociada con la actividad de B-
glucosidasa y esterasa, ambas modificando la sintesis de oleuropeina (Figura 25). También
Jemai et al. (2009) analizaron la relacién entre la presencia de B-glucosidasa con la variacion de
oleuropeina en frutos de la variedad Dhokar y Chemlali y determinaron que la potencial
actividad enzimatica correlacionaba con la hidrélisis de la oleuropeina a su forma aglicona,

aunque con un coeficiente bajo.

Cabe remarcar que la formacion y la transformacién del acido elendlico es andloga en todos los
cultivos de este estudio y que sigue las rutas descritas por Damtoft et al. (1993) y las del
capitulo 1 de este trabajo en las que B-glucosidasa participa. La mayor concentracion de
oleuropeina en los cultivos de Lleida puede estar relacionada con la poca abundancia de
enzima B-glucosidasa cuantificada, lo que se traduce en una mayor capacidad biosintética de la
oleuropeina. Por tanto, la acumulacién de la oleuropeina depende de su origen geografico y de
las condiciones climaticas en la plantacion. La baja humedad relativa en las plantaciones de
Lleida podria haber tenido influencia en la baja actividad in vivo de B-glucosidasa, que fue

mucho mayor en las plantaciones de Sevilla.
6.2.2.3 Influencia del tipo y la zona de cultivo

Comparando los dos tipos de cultivo (ecolégico y tradicional) en Lleida (Figura 25), no
existieron diferencias significativas para ninguno de los compuestos estudiados, excepto en el
caso de algunos muestreos puntuales. En el estudio llevado a cabo en Sevilla (Gutiérrez-
Rosales et al., 2012), en cambio, se detectaron diferencias significativas en los compuestos
tirosol y oleuropeina, siendo mayor la concentracién en tirosol en los frutos ecolégicos y
mayor la concentracion de oleuropeina en los frutos convencionales. Ademads, existen
diferencias significativas (P<0.05) en las concentraciones de los compuestos ligustrdsido,

oleuropeinay 3,4-DHPEA-EA, que fueron mayores en Lleida que en Sevilla.

A continuacién se muestra la concentracion tedrica de oleuropeina que se hubiera tenido en
ausencia de B-glucosidasa, estimada como la suma de concentraciones de oleuropeina y sus
formas agliconas 3,4-DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-EDA. En Lleida (Figura 27), se observé una mayor
capacidad biosintética para ambos tipos de cultivo entre el 5 de agosto y el 2 de septiembre,
coincidiendo con los valores maximos de la actividad B-glucosidasa (2.2-2.7 pkat/g en el cultivo
ecoldgico y 2.4-3.0 pkat/g en el convencional). En consecuencia, durante este periodo, existio

una alta modificacién del sustrato que conllevd a las concentraciones maximas de las formas
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agliconas de oleuropeina. Esta mdxima concentracién se traduce en la maxima capacidad

biosintética de 392.1 umol/g en el cultivo ecoldgico y 475.3 umol/g en el cultivo convencional

el 5 de agosto.
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500 -
—&— Convencional
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12-ago A
19-ago A
26-ago -
02-sep -
09-sep -
16-sep -
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01-oct A
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04-nov
11-nov

Fecha muestreo

Figura 27. Concentracion tedrica de oleuropeina en ausencia de la enzima B-glucosidasa

(estimada como la suma de oleuropeina y sus formas agliconas) (umol/g) en las plantaciones

de Lleida.

En las plantaciones de Sevilla (Figura 28), se puede observar que la capacidad biosintética de
ambos tipos de cultivo es significativamente mads baja que en Lleida. La capacidad mdxima
biosintética fue de 246.2 umol/g en el cultivo ecoldgico y de 319.6 umol/g en el convencional.
Este valor maximo fue registrado el 27 de julio en ambos tipos de cultivo, coincidiendo con el

maximo de actividad B-glucosidasa (2.9 pkat/g y 3.8 pkat/g en el cultivo ecoldgico y

convencional, respectivamente).
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Figura 28. Concentracion tedrica de oleuropeina en ausencia de la enzima B-glucosidasa

(estimada como la suma de oleuropeina y sus formas agliconas) (umol/g) en las plantaciones

de Sevilla.

Estos valores maximos no fueron observados en oleuropeina (Figura 25) por la accion de la
enzima PB-glucosidasa, que la hidroliza hacia sus formas agliconas. En este periodo, la
acumulacion de oleuropeina y, en consecuencia, la concentracién de B-glucosidasa fueron

significativamente mayores en las plantaciones convencionales que en las ecoldgicas (P<0.05).

La ratio entre los valores maximos observados en Lleida y en Sevilla (Figuras 27 y 28) fue 1.5.
Esto indica que la capacidad biosintética es mayor en Lleida que en Sevilla. Por tanto,
finalmente, concluimos que el factor zona de cultivo es mas importante que el tipo de cultivo

en el contenido en oleuropeina y en los otros compuestos fendlicos estudiados.

6.2.3. Formacion y transformacion de lignanos y flavonoides

La amplia ruta fenilpropanoide produce una gran variedad de metabolitos secundarios, tales
como acidos fendlicos, ligninas, lignanos y estilbenos. En nuestro experimento se ha hecho un
seguimiento de los compuestos mayoritarios pertenecientes a las familias de flavonoides,
lignanos y acidos fendlicos. Los lignanos identificados y cuantificados fueron pinoresinol y
acetoxipinoresinol, mientras que los flavonoides identificados correspondieron a diversas
especies de luteolina, apigenina, quercetina y eriodictiol. Todos los compuestos fueron

cuantificados a partir de los extractos del fruto obtenidos por HPLC-DAD-MS/MS, tal y como se

detalla en el apartado 5.3.1.7.2. de Material y métodos.
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6.2.3.1. Flavonoides

La Figura 29 muestra la evolucion de los flavonoides a lo largo del periodo estudiado. La
cuantificacion se ha hecho en el propio compuesto, excepto para aquellos flavonoides de los
gue no se disponia de patrdn. Asi, la metoxiluteolina se expresa como luteolina, el eriodictiol-
glucdsido como quercetina-ramndsido, la apigenina-rutindsido como apigenina-7-glucdsido y

luteolina-rutindsido como luteolina-7-glucdsido.

Los flavonoides, como muchos otros constituyentes de las plantas, pueden estar presentes
tanto en forma aglicona como glicosilados. Los flavonoides detectados en los frutos del
estudio, a pesar de la presencia de enzima B-glucosidasa, han sido identificados en su forma
glicosilada. Los dos flavonoides mas abundantes en los frutos de ambos tipos de cultivo han
sido la rutina (quecetina-3-rutindsido) y la luteolina-7-glucésido, representando entre ambas
mas del 90% del contenido total en flavonoides. Ademds de la luteolina-7-glucésido ha sido
detectado otro glucésido de la luteolina que podria ser la luteolina-4-glucésido, identificado en
otros estudios en pulpa de oliva (Cardoso et al., 2005; Ryan et al., 2003; Savarese et al., 2007).
Ademads, aunque en muy pequefias cantidades, también se detectaron formas agliconas de

apigenina, luteolina y metoxiluteolina.

Un aspecto destacable de los resultados de estas experiencias es que el fruto recién cuajado
contiene una cantidad apreciable de rutina (quercetina-rutindsido), entre 3 y 4 g/kg de pulpa
seca. También se destaca que los dos flavonoides mayoritarios, luteolina-7-glucésido y la
quercetina-7-rutindsido, lo han sido durante todo el ciclo de maduracién, siendo en algunos
momentos su concentracion hasta 200 veces superior a la del resto de flavonoides. Ryan et al.
(2003) detectaron luteolina en formas glucosidicas entre los fenoles mas abundantes en hojas

de oliva, aunque no las citan cuando evalian los fenoles principales de la pulpa.

Los flavonoides minoritarios se detectan en concentraciones por debajo de 50 mg/kg de pulpa
seca, siendo también sus especies glicosidicas las mas abundantes. Unicamente se detecté en
fruto la forma aglicona de la luteolina y una forma metilada, aunque en concentraciones por
debajo de 5 mg/kg de pulpa seca a lo largo de casi todo el estudio. Esta ausencia de formas
agliconas nos muestra cémo la oliva almacena los flavonoides en las formas en la que éstos

son menos reactivas y mas solubles en el liquido vacuolar.
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Figura 29A. Evolucion de flavonoides (mg/kg pulpa seca) a lo largo de la maduraciéon de frutos

de la variedad Arbequina.
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Figura 29B. Evolucién de flavonoides (mg/kg pulpa seca) a lo largo de la maduracion de frutos

de la variedad Arbequina.
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Figura 29C. Evolucidn de flavonoides (mg/kg pulpa seca) a lo largo de la maduracion de frutos

de la variedad Arbequina.
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Por otra parte, las graficas muestran dos tendencias a lo largo de la maduracidn. Las dos
especies mayoritarias junto con la luteolina-rutindsido presentan un patron de
comportamiento similar, después de alcanzar un maximo en el muestreo del 16 de julio, tras el
endurecimiento del hueso, sufren una disminucidn hasta alcanzar valores por debajo de 300
mg/kg de pulpa seca. Por el contrario, la apigenina en sus formas glucosidica y rutindsida
experimentan un incremento sostenido a lo largo de casi toda la maduracién, alcanzando un
maximo en torno a 20 mg/kg de pulpa seca cuando el fruto alcanza la maduracién de color
violaceo y disminuyendo hasta 10 mg/kg de pulpa seca cuando el fruto es negro. Esta
formacion de apigenina-glicésido podria darse a partir de sus respectivas luteolinas por
deshidroxilaciéon. En cuanto a pigmentos antocidnicos sélo ha sido detectada la cianidina-
rutindsido, antocianidina que comparte estructura en los anillos A y B con la luteolina, en los
dos ultimos muestreos. El fruto Arbequina en situaciones agroclimaticas normales, sintetiza
pigmentos antocianicos Unicamente con la maduracion muy avanzada, incluso en ocasiones le
cuesta adquirir la pigmentacion roja en la totalidad de la pulpa. No ocurre asi en situaciones
limites de estrés por exceso de radiacion, en los que el fruto adquiere rapidamente una
pigmentacién intensa al activarse los mecanismos de defensa (Winkel-Shirley, 2002). En la
campafia estudiada no se observo este proceso de ennegrecimiento rapido, que algunos afios

se produce en las primeras semanas de la campaiia oleicola.

La ruta biosintética de los flavonoides es una de las mds estudiadas y sin embargo su
interpretacion sigue presentando dificultad. Actualmente no se considera que la ruta sea un
ensamblaje de componentes independientes, sino que se aborda como el resultado de un
trabajo en red perfectamente orquestado. Considerar las enzimas que intervienen utilizando
métodos de gendmica, protedmica y metabolémica estd llevando a acercarse a comprender
estos mecanismos. Este tipo de estudio ha quedado fuera de nuestro alcance y Unicamente
podemos afirmar comparando la evolucién de los compuestos flavonoides analizados, que los
mecanismos de biosintesis de flavonoides han presentado tendencias paralelas en las olivas de
las dos parcelas estudiadas, que las diferencias cuantitativas han sido minimas y significativas
Unicamente en algunos muestreos, por lo que se concluye que el contenido final en
flavonoides no se ha visto afectado porque el cultivo se haya conducido con practicas de la

agricultura convencional o ecoldgica.
6.2.3.2. Lignanos

Con respecto a la composicidon en lignanos, algunos trabajos han identificado pinoresinol y
acetoxipinoresinol en aceites de diferentes variedades y origenes (Allalout et al., 2009; Brenes
et al., 2000, 2002; Giuffré et al., 2010; Krichene et al., 2007; Morell6 et al., 2005b; Servili et al.,
2007b), aunque no en la pulpa de la oliva (Bouaziz et al., 2010; Jerman et al., 2010; Morell6 et
al., 2005b; Sivakumar et al., 2005). Se creia que toda la concentracidn de lignanos presentes en
el aceite de oliva podian ser proporcionados por el hueso durante el proceso de extraccién, ya

que el hueso contiene pinoresinol y acetoxipinoresinol (Bonoli et al., 2004; Oliveras-Lépez et

118



RESULTADOS Y DISCUSION

al., 2008). Sin embargo, algunos estudios muestran que aceites de oliva extraidos a partir de
frutos deshuesados si contienen lignanos (Gambacorta et al., 2010; Ranalli y Contento, 2010;
Servili, 2007a); por tanto, se confirmaria la presencia de lignanos en la pulpa del fruto. Hasta lo
que conocemos, solamente en un estudio de Baiano et al. (2009) fueron cuantificados
pinoresinol y acetoxipinoresinol en pulpa de oliva de algunas variedades italianas como
Leccino, Frantoio y Moraiolo, mientras que Oliveras-Lopez et al. (2008) sdélo detectaron
acetoxipinoresinol en muy baja concentracién en la pulpa de una variedad llamada Taggiasca,

de las cuatro estudiadas.

En el presente trabajo, los compuestos pinoresinol, acetoxipinoresinol y un derivado de
acetoxipinoresinol han sido identificados y cuantificados (Figura 30) desde los primeros
estadios del desarrollo de los frutos de la variedad Arbequina. Todos ellos de han cuantificado
en base a la curva de calibrado de pinoresinol comercial. Se ha detectado la presencia de
pinoresinol y el derivados de acetoxipinoresinol en el fruto en todos los muestreos y se
confirma por tanto su presencia en la pulpa, incluso a partir del quinto muestreo, en que se

pudo separar el hueso para hacer el extracto fendlico unicamente de la pulpa.
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Figura 30A. Evolucién de pinoresinol (mg/kg pulpa seca) a lo largo de la maduracidon de frutos

de la variedad Arbequina en cultivo ecoldgico y tradicional.
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Figura 30B. Evolucién de acetoxipinoresinol (mg/kg pulpa seca) a lo largo de la maduracion de

frutos de la variedad Arbequina en cultivo ecoldgico y tradicional.
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Figura 30C. Evolucién del derivado del acetoxipinoresinol (mg/kg pulpa seca) a lo largo de la

maduracién de frutos de la variedad Arbequina en cultivo ecoldgico y tradicional.

La evolucién de los lignanos en pulpa son muy diferentes. El pinoresinol estd en una

concentracidon muy baja, de 10 a 20 mg/kg de pulpa seca, desde poco después del
endurecimiento del hueso y se mantiene constante. La concentracidon en acetoxipinoresinol
aumenta durante el endurecimiento del hueso para descender posteriormente a 10-20 mg/kg
de pulpa seca, y mantenerse constante hasta el muestreo del 9 de septiembre.
Posteriormente, no se detecta en los muestreos del 16 de septiembre al 21 de octubre y al 4
de noviembre, en el cultivo convencional y ecoldgico, respectivamente, para aumentar
ligeramente hacia el final de la maduracién. Sin embargo, el derivado de acetoxipinoresinol

esta en concentraciones elevadas a lo largo de todos los muestreos, observandose una sintesis
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neta conforme avanza la maduracién, a partir del momento en que el fruto pierde Ia
coloracion verde intensa. Precisamente los aceites de Arbequina han sido considerados como
ricos en acetoxipinoresinol, contrariamente a otras variedades como la Picual, en las que

apenas esta presente (Brenes et al., 2002).
6.2.3.3. Relacion entre la biosintesis de lignanos y flavonoides

Para estudiar una posible conexién entre la formacién de lignanos y flavonoides se ha
comparado la evolucién de estos en los primeros muestreos. La Figura 31 presenta las
concentraciones de lignanos cuantificados individualmente y la suma total de lignanos durante

los siete primeros muestreos, expresado en umol/g fruto seco.
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Figura 31. Concentracién de lignanos (umol/g pulpa seca) durante en la etapa de cuajado y

endurecimiento del hueso.

Los frutos convencionales y de produccidon ecoldgica siguieron una misma tendencia: del

primer al cuarto muestreo en ecoldgico y al tercero en convencional, la concentracién en
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lignanos aumenté hasta un maximo préximo a 1.2 umol/g en frutos de cultivo ecoldgico y de
cultivo convencional. Seguidamente, se puede observar una caida brusca en la concentracion,
reduciéndose a menos de la mitad, a 0.41 y 0.50 umol/g en los frutos ecoldgicos y
convencionales, respectivamente. En los muestreos posteriores, se observa todavia una
disminucién en la concentracién, aunque mucho menos pronunciada, hasta alcanzar 0.28 y
0.33 umol/g en el séptimo muestreo en los frutos ecoldgicos y convencionales,

respectivamente.

En la Figura 32. se representan las concentraciones de rutina y luteolina-7-glucésido, la suma
de los otros flavonoides cuantificados (apigenina, luteolina, luteolina-glucésido, apigenina-7-
glucdsido, apigenina-rutindsido, luteolina-rutindsido, metoxiluteolina, quercetina-ramnésido y
eriodictiol-glucésido) y la suma total de flavonoides en frutos de cultivo ecoldgico y de cultivo

convencional durante los siete muestreos.
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Figura 32. Concentracion de flavonoides (umol/g pulpa seca) en la etapa de cuajado y

endurecimiento del hueso.
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En el contenido total en flavonoides, tanto en frutos ecolégicos como en convencionales, se ha
observado un incremento importante en la concentracién del cuarto al quinto muestreo,
momento en el cudl la concentracion se dobld, de 4.5 a 10.3 pmol/g en frutos ecoldgicos y de
4.8 a 10.0 umol/g en los frutos convencionales. También del cuarto al quinto muestreo, se
observa un aumento significativo en la concentracion de luteolina-7-glucésido, momento en
que quintuplicé su contenido. La rutina fue el flavonoide mayoritario, representando entre el
75 y el 85% del contenido total en flavonoides hasta el cuarto muestreo, mientras que en los
muestreos posteriores representd entre un 50 y un 65%. En lo concerniente al tipo de cultivo,
el contenido en flavonoides fue similar en los frutos ecoldgicos y convencionales, con
excepcion de los muestreos 1, 2y 7, en los cuales el contenido en flavonoides fue mayor en los

frutos de cultivo convencional que en los ecoldgicos.

Comparando las evoluciones mostradas por flavonoides y lignanos se observa que la sintesis
neta de flavonoides empieza a ser evidente en el momento en que dejan de formarse lignanos.
Ambas familias, tal y como muestra la Figura 11, son formadas a partir de la fenilalanina
mediante la ruta de biosintesis de los fenilpropanoides. Por tanto, en la biosintesis de los
fenilpropanoides, la ruta estaria dirigida hacia la formacion de los monolignoles, para sintetizar
lignina como parte del hueso. Como se puede observar en la Figura 12, se siguen los mismos
pasos en la ruta para la formacion del alcohol coniferilico y del pinoresinol, ya que el
pinoresinol es resultado de la unién de dos moléculas de alcohol coniferilico. De acuerdo con
nuestros resultados, esto explicaria el incremento en la concentracién de los lignanos durante
los primeros cuatro muestreos, debido a la alta actividad de esta parte de la ruta. Por tanto,
mucha de la fenilalanina que desaparece habria sido utilizada para la formacién de la lignina y
los lignanos, quedando la parte de la ruta por la que se sintetizan los flavonoides mucho
menos activa. Asi, la concentracion de flavonoides se mostré mas o menos constante (en el
caso de los frutos ecoldgicos) o incluso llegd a descender (en los frutos convencionales)

durante los primeros cuatro muestreos.

A partir del quinto muestreo, en que el hueso ya estaba practicamente formado, los papeles se
intercambiarian: la formacion de ligninas y lignanos se paralizaria, y seria entonces cuando el
metabolismo biosintético estaria mas dirigido hacia la formacién de los flavonoides. Es por ello
gue en los muestreos 5, 6 y 7 se observaria un incremento en la concentracion de flavonoides
y una disminucion en la concentracion de lignanos. En un estudio de Hu et al. (2011), en que se
realizd un andlisis protedmico del endocarpo y mesocarpo del melocotén en su fase de
formacidn del hueso y del fruto, observaron que la expresién de las enzimas implicadas en la
sintesis de la lignina y las implicadas en la sintesis de los flavonoides tenia lugar en momentos
diferentes a nivel protedmico. Este hecho corroboré el modelo que afirma que las rutas
biosintesis de lignina y flavonoides son competitivas en el endocarpo durante el desarrollo del

fruto, tal y como apuntaron Dardick et al. (2010) también en melocotdn.
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Comparando los resultados de la evolucién de los lignanos y flavonoides de nuestro
experimento con el experimento de Sevilla mencionado anteriormente, se observan
tendencias paralelas, aunque no se puede observar un efecto tan claro debido a que los
muestreos se realizaron con menor frecuencia. Si que existen diferencias significativas en el
contenido en lignanos; los frutos de cultivo ecoldgico en el experimento de Sevilla contienen

mayor concentracién que los frutos del cultivo tradicional.

En resumen, se han identificado y cuantificado lignanos y flavonoides en frutos de olivo en
estadios muy tempranos de desarrollo y se han correlacionado con la sintesis de lignina para la
formacion del hueso. Ademas, se ha comprobado que en la condiciones de nuestro ensayo,
con frutos de cultivo ecoldgico y convencional en una localizacion muy préxima y sin
manifestaciones de estrés hidrico o por plagas, no existen diferencias significativas en el
desarrollo del fruto, ni en el contenido en lignanos y flavonoides. Los resultados de los ensayos
llevados a cabo en Sevilla con la misma variedad (datos no presentados) muestran que las
diferencias entre cultivo ecoldgico y convencional también alli son minimas, aunque mayores
gue en Lleida, siendo mayores las diferencias absolutas en las concentraciones de los distintas
familias de fenoles cuando se compara segun su origen. A la vista de ello, podria darse la
situacion de que entre olivas de cultivo ecoldgico y no ecolégico pudiesen encontrarse
diferencias cuando los cultivos estuviesen sometidos a diferentes condiciones agroclimaticas-
luz, estrés hidrico, temperatura elevada- bajo las cuales se pudieran expresar de forma
diferente los genes responsables de modular el complejo sistema enzimatico que regula todos
estos procesos biosintéticos y catabdlicos. Esto explicaria que algunos estudios en los que no
se ha controlado rigurosamente el origen de las muestras si que se encuentren diferencias

significativas entre aceites de produccion ecolégica y tradicional.
6.2.4. Evolucién de compuestos fendlicos en dos campanas sucesivas

Como ya se ha indicado anteriormente, el estudio completo de la evolucidn de la fraccidn
fendlica durante la maduracién en cultivos convencional y ecoldgico con el fin de confirmar el
metabolismo de los secoiridoides y analizar la repercusidn de la actividad glucosidasa que se
han descrito en los apartados anteriores se hizo en la segunda campafia estudiada (2009/10)
En esta campana se decidié realizar un muestreo muy completo para poder evaluar la
tendencia en el comportamiento de los fenoles sin las posibles interferencias que las
fluctuaciones naturales podian presentar y evitando asi perder informacién y poder identificar
metabolitos intermedios. No obstante, también en la campafia anterior se habia hecho un
seguimiento, aunque con menor frecuencia de muestreo en la época inicial. Tanto en la
primera como en la segunda campafa estudiadas se prepard un pool de extractos en aquellos
estadios de maduracién correspondientes a las maduraciones comerciales, proximas a indices
de madurez 3, 4, 5 y 6, con la intenciéon de analizar la posible variabilidad interanual. Se
identificaron compuestos fendlicos y su evolucién, agrupados en las familias mas

representativas, que se presenta en las siguientes figuras.
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Figura 33. Concentracién de compuestos fendlicos totales (mg/kg de pulpa seca) en frutos de

oliva de cultivo ecoldgico y convencional en cuatro estados de madurez a lo largo de las
campafias 2008/09 y 2009/10 (IM: indice de madurez).
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Figura 34. Concentracién de compuestos secoiridoides (mg/kg de pulpa seca) en frutos de

oliva de cultivo ecoldgico y convencional en cuatro estados de madurez a lo largo de las
campafias 2008/09 y 2009/10 (IM: indice de madurez).
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Figura 35. Concentracién de flavonoides no antocianicos (mg/kg de pulpa seca) en frutos de
oliva de cultivo ecoldgico y convencional en cuatro estados de madurez a lo largo de las
campafias 2008/09 y 2009/10 (IM: indice de madurez).
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Figura 36. Concentracidn de alcoholes fenilicos (mg/kg de pulpa seca) en frutos de oliva de
cultivo ecoldgico y convencional en cuatro estados de madurez a lo largo de las campafias
2008/09 y 2009/10 (IM: indice de madurez).
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Figura 37. Concentracion de acidos fendlicos (mg/kg de pulpa seca) en frutos de oliva de

cultivo ecoldgico y convencional en cuatro estados de madurez a lo largo de las campafas
2008/09 y 2009/10 (IM: indice de madurez).
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Figura 38. Concentracion de lignanos (mg/kg de pulpa seca) en frutos de oliva de cultivo

ecoldgico y convencional en cuatro estados de madurez a lo largo de las camparias 2008/09 y

2009/10 (IM: indice de madurez).
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Figura 39. Concentracion de cianidinas (mg/kg de pulpa seca) en frutos de oliva de cultivo
ecoldgico y convencional en cuatro estados de madurez a lo largo de las campafias 2008/09 y
2009/10 (IM: indice de madurez).

Como era esperado, los perfiles de ambas campaias son cualitativamente iguales, siendo la
familia de secoiridoides la mds abundante. Su proporcion con respecto a los fenoles totales
disminuye con la maduracién, representando en frutos de indice 3 un porcentaje entre el 85y
90 % que fue disminuyendo hasta ser del orden del 70 % en la campafia 2008 y del 40-45 % en
la campaifia 2009. La mayor degradacion de secoiridoides en el afio 2009 pudo estar
relacionada con las mayores temperaturas del invierno, ya que la temperatura minima vy
maxima de los meses octubre a diciembre fueron 6.5 °C y 15.5 °C, respectivamente, mientras
gue en 2008 fueron 4.4 °C y 12.7 °C (Datos meteoroldgicos de la estacion de la Granadella,

anejo al final del documento).

Se identificaron los lignanos acetoxipinoresinol, derivado de acetoxipinoresinol y pinoresinol,
aunque el pinoresinol no se pudo cuantificar en el afno 2008 por estar su concentracion por
debajo del limite de cuantificacién. Ademads, en el afio 2009 estuvo presente en muy baja
concentracién, del orden del 5-15 % de los lignanos. El derivado de acetoxipinoresinol es el
lignano mayoritario. Este compuesto experimentd una disminucion con la maduracién en
2009; sin embargo, en 2008 la tendencia no fue tan clara. Las tendencias entre cultivo
convencional y ecoldgico fueron similares en cada campanfa, aunque se observaron a lo largo
de la maduracion fluctuaciones en la composicién dificiles de interpretar. Destaca que el
derivado de acetoxipinoresinol estuvo presente en concentracion mas elevada en los frutos de

cultivo convencional, aunque con escasa significacion.

La mayor concentracidn de cianidina rutindsido en el afio 2008 podria deberse a una mayor
radiacion neta en ese afio. A pesar de las bajas temperaturas ambientales, Lleida es una zona

de gran radiacidn solar neta y segun los registros de este pardmetro, en el afio 2008 la
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radiacién fue superior a la 2009. Numerosos estudios llevados a cabo en diferentes cultivos
indican que estos compuestos juegan un papel fisioldgico protegiendo del dafio ocasionado
por la luz solar, por lo que podria existir esa correlacion positiva entre intensidad y horas de luz
y concentracidon de cianidina-rutindsido. Merzlyak y Chivkunova (2000), después de haber
estudiado la exposiciéon a la luz de dos variedades de manzanas, propusieron que las
antocianidinas tienen una funcién protectora actuando como filtro, completando asi la banda
de absorcién de las clorofilas. Jia et al. (2005) encontraron que los frutos cubiertos con bolsas
forman menos antocianos que los que estdn sin proteger. También en uva hay estudios que

relacionan los antocianos con la luz (Bergqvist et al., 2001; Spayd et al., 2002).

En definitiva, a la vista de los resultados de nuestro trabajo, se sugiere que no hay una relaciéon
definida entre el sistema de cultivo, convencional y ecolégico, y la concentracion de fenoles a
lo largo de la maduracidn. Al mismo tiempo, se observa que la variabilidad interanual debida a

factores agroclimaticos es mucho mas importante que el sistema de cultivo.
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6.3. LOCALIZACION TISULAR DE LA ENZIMA B-GLUCOSIDASA EN OLIVAS DE LA VARIEDAD
ARBEQUINA

En esta experiencia se estudio la localizacién in situ de la enzima B-glucosidasa a nivel celular
en los primeros estadios de desarrollo del fruto. Este estudio se llevd a cabo en frutos de la
variedad Arbequina de cultivo ecoldgico y convencional de Els Torms (Lleida) durante la
campafia 2009/10.

6.3.1. Desarrollo del fruto

Este estudio se lleva a cabo en estadios muy tempranos de crecimiento del fruto del olivo,
realizando muestreos semanales del 18 de junio al 29 de julio de 2009. Las caracteristicas del
fruto se muestran en la Figura 23. El peso medio del fruto aumenté de manera casi
proporcional semanalmente, desde 0.07 g en el primer muestreo a 0.66 g en el séptimo, y de
igual manera en los frutos ecoldgicos y convencionales. La humedad del fruto fue muy alta
durante los primeros muestreos (63-65%), siendo un poco mayor en los frutos convencionales
gue en los ecoldgicos. A partir del segundo muestreo, la humedad comenzd a disminuir, hasta
hacerlo de una forma mas acusada después del cuarto, alcanzando una humedad del 51.2% en
los frutos ecoldgicos y un 53.8% en los convencionales en el séptimo muestreo. El peso del
hueso mostré una tendencia similar en los frutos de ambos tipos de cultivo: del primer al
cuarto muestreo, los frutos no contenian hueso; en cambio, fue en el quinto muestreo cuando
el hueso ya se pudo distinguir en el fruto, representando un 17.2 y un 12.6% del peso total del
fruto en los frutos ecolégicos y convencionales, respectivamente. El hueso incrementd su
tamafio y peso hasta el ultimo muestreo, en que representd el 30.1% y el 32.6% del peso total

del fruto en los frutos ecolégicos y convencionales, respectivamente.

Asi por tanto, con el analisis de los pesos y la humedad de los frutos a lo largo de los siete
muestreos, se podria decir que los frutos de ambos cultivos tuvieron un crecimiento semejante.
En la Figura 40A se muestran fotografias de los frutos del segundo al séptimo muestreo (no se
dispone de fotografias del primer muestreo) de ambos tipos de cultivo, en las que se puede
observar que los frutos crecen de manera paralela. Como se puede observar en la Figura 40B,
en la que se muestran los frutos seccionados del tercer al quinto muestreo, durante el tercer y
cuarto muestreo, el hueso se estaba formando, ocupando entre el 80% y el 90% del volumen
del fruto, que presentaba muy poca cantidad de pulpa. También se observa una cavidad en el
centro del endocarpo, que contenia la semilla. En estos muestreos, aunque el hueso se estaba
formando, se considerd que el porcentaje de hueso fue cero, ya que no se podia distinguir del
resto del fruto, ademas de no tener la pared endurecida. Fue en el quinto muestreo cuando ya
se pudo distinguir, separar y pesar el hueso del fruto por separado. En la fotografia se puede
observar un hueso mucho mas endurecido, que mostro dificultad al corte. En el quinto, sexto y
séptimo muestreos, el hueso ya estaba totalmente formado, con una pared lignificada mas

gruesa y endurecida, y claramente diferenciado de la pulpa y la piel. Por tanto, en los
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muestreos del 1 al 4 se realizaron extracciones de fenoles del fruto entero, mientras que del
muestreo 5 al 7, ya se pudo separar el hueso, por lo que las extracciones se realizaron solo de

la pulpa.
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Figura 40A. Fotografias correspondientes a las olivas de la variedad Arbequina en las

diferentes fechas de muestreos de cultivo ecolégico y de cultivo convencional.
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Figura 40B. Fotografias correspondientes a las olivas de la variedad Arbequina en las diferentes

fechas de muestreos de cultivo ecolégico y de cultivo convencional.

6.3.2. Localizacién de la enzima B-glucosidasa

Con el objetivo de estudiar la distribucién in situ de la actividad de la enzima B-glucosidasa en
la oliva, se realizaron cortes longitudinales de la oliva mediante un vibratomo y se incubaron
las ldaminas durante 1 hora a 37 °C en una solucién que contenia un substrato especifico para el
enzima llamado X-Glc. Cuando la enzima B-glucosidasa hidroliza este substrato, se forma un
precipitado de color azul, cuya visualizacion se realiza mediante un microscopio dptico. En
todos los muestreos, se pudo llegar a cortar hasta a nivel del hueso, por lo que en las l[dminas
obtenidas se pueden observar todas las partes del fruto: hueso, pulpa y piel. En la observacién
de las laminas, no se encontraron diferencias apreciables en la distribucion ni en la cantidad

de actividad entre las laminas frutos ecoldgicos o convencionales.

Las ladminas fueron observadas mediante microscopio optico y fotografiadas a cuatro
aumentos diferentes: a 40x y a 100x para observar la distribucién general de los tejidos y las

diferentes partes del fruto; y a 400x y a 1000x para observar las células mas detalladamente.

En la Figura 41, se pueden observar fotografias de laminas de los diferentes muestreos a 40x
(Figura 41A) y a 100x (Figuras 41B, 41C y 41D). En general, cuando las ldminas se observaron a
un menor numero de aumentos, se pudo distinguir la presencia de una mayor actividad B-

glucosidasa en la zona de formacidn del hueso que en el resto de la ldmina.
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Figura 41. Fotografias de las secciones de los frutos: Fig 41A (40X) seccion del segundo
muestreo; Fig 41B (40X) seccién del segundo muestreo; Fig 41C (40X) seccién del tercer

muestreo; Fig 41D (40X) seccidn del séptimo muestreo.

En la Figura 41A, que pertenece al segundo muestreo, se puede observar claramente una
concentracién de actividad B-glucosidasa en el centro de la seccién, donde también se pueden
ver algunas fibras del hueso en formacién. En la Figura 41B, que también corresponde al
segundo muestreo, se puede observar el centro de una de las secciones mas detalladamente,
en dénde las células estan esclerificando para formar el hueso. En la Figura 41C, que pertenece
al tercer muestreo, se observa cémo hay mas actividad en las células del centro de la |lamina
gue en las situadas mas hacia el exterior. Lo mismo se observa en la Figura 41D, la cual
pertenece al séptimo muestreo, en la cudl son visibles mas cantidad de fibras del hueso,
rodeadas por células con actividad B-glucosidasa, disminuyendo la cantidad de células

reactivas a medida que estan situadas mas hacia el exterior.

En la Figura 42 se muestran secciones del hueso de diferentes muestreos a 400x. Las Figuras A,
B, Cy D pertenecen a los muestreos 2, 3, 4y 7, respectivamente. En las fotografias, se pueden
ver claramente las fibras del hueso y como las envuelven células con actividad B-glucosidasa.

En estas células se tifie principalmente el nicleo.
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Figura 42. Fotografias de las secciones de los frut

os en la parte del hueso: Fig 42A (400X)
seccion del segundo muestreo; Fig 42B (400X) seccion del tercer muestreo; Fig 42C (400X)

seccion del cuarto muestreo; Fig 42D (400X) seccion del séptimo muestreo.

En la Figura 43 se observa la parte de la pulpa (A, B, C, D y E) y la parte de la piel (F) de
secciones de frutos a 400x. Las fotografias A, B, C, D, y E pertenecen a los muestreos 3,4, 5,6y
7 respectivamente. En primer lugar, se observa como aumenta el tamafio de las células a
medida que crece el fruto, y que en cada muestreo, existe una mayor acumulacién de aceite y
las gotas de aceite son mas grandes, a pesar de ser estadios tan tempranos de desarrollo de
fruto. Con respecto a la actividad B-glucosidasa, se identifica que la parte teiiida de la célula
corresponde al nucleo. Aunque parece que hay un mayor nimero de células reactivas en la
Figura 43A, se explica porque en el tercer muestreo todavia no se podia diferenciar la parte del
hueso de la de la pulpa. Por tanto, la alta actividad enzimatica observada perteneceria a la alta
actividad en la zona de formacién del hueso. Asimismo, la actividad B-glucosidasa también se
localiza en otras partes de la célula, cdmo en algunos cloroplastos y dentro de las gotas de
aceite, tal y como se puede observar por ejemplo en las Figuras 43C y 43D. Basandonos en el
estudio de Mazzuca et al. (2006), esta diferente localizacidon podria deberse a la existencia de
dos isdmeros de la enzima B-glucosidasa, uno que se detectaria en el nucleo y otro que se
detectaria en los cloroplastos y en las gotas de aceite. La actividad detectada en el nucleo se
atribuiria a una enzima no especifica que hidrolizaria el sustrato X-Glc. Por el contrario, la
enzima detectada en los cloroplastos y las gotas de aceite tendria una mayor especificidad por
la molécula de oleuropeina. En el estudio de Mazzuca et al. (2006) plantearon la hipotesis
sobre el origen de la actividad en estos organulos: la isoforma presente en los cloroplastos

seria sintetizada en el citoplasma y entraria en el cloroplasto por la escision de las secuencias
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peptidicas de transito localizadas en el extremo N-terminal de la proteina precursora de B-
glucosidasa (Mieszczak et al., 1992). Por otra parte, la enzima localizada en las gotas de aceite

serian fragmentos del reticulo endoplasmatico atrapados durante la formacién del aceite.

En la Figura 43F se muestra la parte de la piel de una seccion de la oliva. Las células mas
internas de la piel son mas grandes y contienen mas cloroplastos que las externas. En relacion
a la actividad B-glucosidasa, en la piel del fruto no se observaron células reactivas en ninguna

de las muestras.
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Figura 43. Fotografias de las secciones de los frutos: Fig 43A (400X) seccién del tercer
muestreo; Fig 43B (400X) seccion del cuarto muestreo; Fig 43C (400X) seccion del quinto
muestreo; Fig 43D (400X) seccion del sexto muestreo; Fig 43E (400X) seccion del séptimo

muestreo; Fig 43F (400X) seccidn del séptimo muestreo.

Con el andlisis de las fotografias, se puede afirmar que hasta el cuarto muestreo, se
observaron mas células reactivas en el centro de las ldminas, rodeando la zona de formacion
del hueso. No obstante, a partir del quinto muestreo, aunque seguia habiendo mayor actividad
en la zona del centro de la lamina, existian también células reactivas en la pulpa. Este hecho
coincide con las observaciones de Mazzuca et al. (2006), que afirmé que en frutos inmaduros,
las células reactivas se localizaron en la parte del mesocarpo mas interna, mientras que en los

frutos verdes, se distribuian por todo el mesocarpo.

En la Figura 44 se muestran fotografias a 1000x del hueso (44Ay 44B), la pulpa (44Cy 44D) y la
piel (44E y 44F). En la Figura 44A, se pueden observar las fibras de formacion del hueso. En la
Figura 44B se muestra la diferente forma que tienen las células que estan cerca del hueso, ya
gue son mas angulares que las células de la pulpa. En las Figuras 44C y 44D, donde se muestran

células de la pulpa, la parte teiida es el nucleo. Sin embargo, se pueden observar otros
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componentes celulares como los cloroplastos (algunos de ellos tefiidos), gotas de aceite, las
paredes celulares y los espacios intracelulares. En estas dos fotografias se observa actividad B-
glucosidasa en las gotas de aceite, localizada en unas estructuras de forma alargada, lo que
podrian ser fragmentos del reticulo endoplasmatico. En la Figuras 44E y 44F, en las que se
muestran fotografias de las células de la piel del fruto, se observa que estas células no son
reactivas al X-Glc (no tienen los nucleos de color azul), y su forma y tamafio es menor cuanto
mas al exterior se encuentran. En estas fotografias también se pueden distinguir los

cloroplastos, las paredes celulares, los espacios intracelulares y pequefas gotas de aceite.

Como se ha visto, existe una alta actividad B-glucosidasa en la zona de formacién del hueso,
sobretodo en los frutos del primer al cuarto muestreo. Se cree que esta actividad podria estar
relacionada con la formacién de la lignina, que es un componente del hueso junto con la
celulosa y la hemicelulosa. Algunos estudios (Dharmawardhana et al., 1995; Escamilla-Trevifio
et al., 2006; Hosel et al., 1978) han sefialado que la enzima B-glucosidasa puede estar
implicada en el momento previo a la unién de los monolignoles para formar la lignina. Una de
las hipdtesis planteadas es que los monolignoles son sintetizados en el citoplasma de la célula
y posteriormente transportados a través de la célula en su forma glucosilada, y que finalmente,
cuando llegan a la pared celular, la enzima B-glucosidasa libera la glucosa de la molécula como
paso previo a la union de los monolignoles. En el presente estudio, se ha observado que las
células mas reactivas se encuentran rodeando las fibras que formardn el hueso, el cual esta
formado por lignina. Asi, la actividad localizada en estos primeros muestreos se ocuparia en
mayor parte de la formacién de la lignina, mas que de la hidrdlisis de los compuestos fendlicos
a sus formas agliconas, tal y como demuestra su ubicacién en la zona de formacion del hueso y
la poca cantidad de oleuropeina degradada en estos primeros estadios. En la Figura 25, se
puede observar como la concentracién de oleuropeina incluso aumenta del primer al segundo

muestreo (22.6 pmol/g en los frutos ecoldgicos y 52.8 umol/g en los frutos convencionales).
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Figura 44. Fotografias de las secciones de los frutos a 1000X: Fig 44A y 44B parte del hueso; Fig
44Cy 44D parte de la pulpa; Fig 44E y 44F parte de la piel.

Segln la actividad B-glucosidasa cuantificada tal y como se muestra en la Figura 26, ésta
aumenta a partir del cuarto muestreo. Esto coincide con el final de la fase de formacion del
hueso y con el hecho de que empiezan a observarse células reactivas en el resto del fruto, es
decir, que no sdlo se encuentran en la zona del endocarpo sino también en la zona del
mesocarpo, por lo que se registra una mayor actividad enzimatica. Que la enzima B-
glucosidasa se localice en las células de la pulpa podria justificarse como mecanismo de

defensa del fruto: la enzima hidroliza la oleuropeina formandose sus derivados agliconas
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(Konno et al.,, 1999; Bianco et al., 1999), que se ha demostrado que tienen actividad
antimicrobiana (Saija y Uccella, 2001) y actuan contra el ataque de herbivoros e insectos (Ryan
y Robards, 1998). Spadafora et al. (2008) comprobaron como después de 20 minutos de
realizar una puncion al fruto de la oliva simulando la acciéon de la mosca del olivo (Bactrocera
oleae), se observd una alta actividad de la enzima B-glucosidasa en el tejido dafiado, que
posteriormente fue disminuyendo hasta valores comparables a frutos intactos a las 3 horas.
Este hecho demostraria que desde el momento que los frutos empiezan a ser mas susceptibles
al ataque de insectos, que es cuando empiezan a tener pulpa que puede ser atravesada, se
detecta actividad enzimdtica en las células del mesocarpo. Ademds, estos mismos autores
realizaron la prueba en dos variedades de oliva, una susceptible al ataque de mosca y la otra
no: en la susceptible, el contenido en oleuropeina se mantuvo, mientras que en la poco
susceptible, el contenido en oleuropeina disminuyd. Esto significa que en la poco susceptible,
esta oleuropeina fue degradada hacia los derivados secoiridoides, cuya concentracion evitaria
la deposicién de huevos o posteriores punciones. La disminucién en las concentraciones de
oleuropeina y de su precursor ligustrésido, junto con el aumento en concentracién de las
formas agliconas de ambos (3,4-DHPEA-EA, 3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA-EA y p-HPEA-EDA) debido

a la actividad de la enzima B-glucosidasa se puede observar en la Figura 26.
6.3.3. Conclusion

En esta experiencia se ha puesto de manifiesto la diferente localizacién de la enzima f-
glucosidasa segun el estado de desarrollo del fruto. En los primeros estadios de formacién del
fruto, cuando se esta formando el hueso, la actividad B-glucosidasa se concentra en la zona de
formacion de éste. Esta actividad se cree que esta dedicada a la formacion de la lignina. En
cambio, a partir del cuarto muestreo, coincidiendo con el final de la formacién del hueso vy el
principio del engrosamiento de la pulpa, esta actividad enzimatica empieza a aparecer también
en las células de la pulpa. Esto se traduce en un incremento de la actividad enzimatica y de la
concentracién de las formas agliconas de la oleuropeina, justificAndose como mecanismo de

defensa ante el posible ataque de herbivoros o insectos.
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6.4. ESTUDIO DE ACEITES DE OLIVA ECOLOGICOS DE LA VARIEDAD ARBEQUINA DE LA
PROVINCIA DE LLEIDA DURANTE LAS CAMPANAS OLEICOLAS 2009/10 Y 2010/11

El objetivo de esta experiencia fue la evaluacién en pardmetros de calidad de los aceites
comerciales de la variedad Arbequina de cultivo ecolédgico de almazaras situadas en la zona
olivarera de Lleida, todas ellas reconocidas por el Consejo Catalan de Produccidon Agraria
Ecoldgica (CCPAE) durante las campanias oleicolas de 2009 y 2010, tal y como se detalla en el
apartado 5.2.1.1. de Material y métodos. En la campafia 2010 se tomaron muestras de las
mismas almazaras que en 2009 (las almazaras de la 1 a la 8), y se incorporaron 3 almazaras

mas al estudio (almazaras 9, 10y 11).
6.4.1. Parametros de calidad

En la Tabla 21 se muestran los valores medios de algunos parametros de calidad y el rango de
valores de las muestras analizadas. De acuerdo con los valores obtenidos para acidez, indice de
peréxidos, Ky70 ¥ Kysy, todos los aceites analizados se incluirian en la categoria de aceite virgen
extra, dado que todos los valores son inferiores a los marcados por el Reglamento (CEE) num.
2568/91 para esta categoria (Tabla 1).

Tabla 21. Valores medios y rangos de los pardmetros de calidad, estabilidad oxidativa, a-
tocoferol y fenoles totales de los aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campafias
2009y 2010.

Campafia 2009 (n=8) Campaiia 2010 (n=11)

Media Rango Media Rango Almazara Campafia
Acidez (% acido oleico/kg) 0.13 0.08-0.19 0.12 0.07-0.19 ** ns
Peréxidos (meq O,/kg) 6.4 3.1-11.1 8.4 3.5-133 *k ok
K270 0.10 0.08 -0.15 0.11 0.09-0.14 ** ns
K3, 1.77 1.46-2.21 1.79 1.40-2.21 ok ok
Estabilidad oxidativa (h) 10.2 7.1-175 9.3 46-15.4 ** ns
a-tocoferol (mg/kg) 158 124-192 180 146 - 223 ok ok
r;;°;§f d?z:]'c:?w el 153 75.8 - 311 165 67.0-256 *x ns

Las dos columnas de la derecha indican si existen diferencias significativas segun los factores almazara y campaia

(ns: no significativo con P > 0.05; * : significativo con P < 0.05; **: significativo con P < 0.01).

Los aceites estudiados se caracterizan por valores bajos de acidez e indice de perdxidos. La
acidez media fue muy similar en ambas campafias (0.13% en 2009 y 0.12% en 2010), siendo
0.19% el valor maximo detectado y 0.80% el valor maximo aceptado para la categoria de aceite
de oliva virgen extra. El valor medio del indice de perdxidos, fue 6.4 meq O,/kg en 2009 y 8.4
meg/kg en 2010, siendo el valor maximo detectado 13.3 meq O,/kg, mientras que el valor
maximo marcado en el reglamento para la categoria de aceite de oliva virgen extra es 20 meq

0,/kg. En el andlisis estadistico de los datos, segun el factor campafia, el valor de acidez no fue
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diferente en 2009 y 2010 (P > 0.05). No obstante, el valor del indice de peréxidos fue superior
en 2010 que en 2009 (P < 0.01). El factor almazara si fue altamente significativo en estos
parametros (P < 0.01), por lo que en las Figuras 45 y 46 se representan estos valores segun
almazara. Se puede observar que la diferencia entre valores es mds importante entre
almazaras que entre campanfas en cada almazara. Las almazaras 5 y 6 tuvieron los valores mas
altos en estos parametros en ambas campafias, como también en los indices ultravioleta K3, y
K,70. También fueron altos los valores de acidez en el aceite de la almazara 9 y el de peréxidos

en las almazaras 9y 11, y los valores de K3, y Ky70 €n las almazaras 9, 10y 11.
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Figura 45. Valores de acidez e indice de perdxidos por almazaras de los aceites ecoldgicos de la

variedad Arbequina de las campaiias 2009 y 2010.
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Figura 46. Valores de K3, y Ky70 por almazaras de los aceites ecolégicos de la variedad

Arbequina de las campafias 2009 y 2010.

Comparando con aceites convencionales, se han encontrado valores similares en aceites de la
variedad Arbequina de la zona de Les Garrigues en trabajos previos, con medias que oscilan
alrededor del 0.18% en acidez y 6 meq O,/kg en el indice de perdxidos (Morelld et al., 2006;
Motilva et al., 2000; Romero et al., 2003). La acidez libre es el resultado de la lipdlisis, que es la
degradacién de los triglicéridos que conforman el aceite de oliva. Los valores de acidez son
altos si las olivas no estan en buenas condiciones sanitarias, a causa de la presencia de plagas u
hongos en los frutos, o si el proceso de extraccion del aceite es inadecuado, con largas esperas
entre la recoleccion del fruto y la extraccidén del aceite o con un contacto prolongado entre el
aceite y las aguas de vegetacion. El indice de perdxidos es un indicativo de la oxidacién inicial y
cuando sus valores son altos, sugieren que se han utilizado olivas danadas por el frio o
condiciones inadecuadas en el proceso de extraccion. Como se ha comentado, los valores

bajos en acidez y perdxidos detectados en las muestras de este estudio son comparables a los
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obtenidos en aceites convencionales de la misma variedad y zona de produccién, y sugieren
que los frutos procedentes de la agricultura ecoldgica utilizados como materia prima para la
extraccién de aceite son de una alta calidad, a pesar de que su cultivo esta sometido a una
legislacion mas rigurosa en el uso de pesticidas y fertilizantes que en la agricultura
convencional. Estos valores también sugieren que la extraccion del aceite en las almazaras se
lleva a cabo correctamente, tanto desde el punto de vista de la tecnologia como desde el de

proceso.
6.4.2. Perfil de acidos grasos

En todas las muestras analizadas, el contenido en acidos grasos estuvo entre los limites
especificados por el Reglamento (CEE) nim. 2568/91 para el aceite de oliva virgen extra (Tabla
22). En el perfil de acidos grasos, el oleico fue el mayoritario (con valores medios de 75.2% en
2009 y 74.4% en 2010), seguido por el acido palmitico (con valores medios de 11.8% en 2009 y
12.1% en 2010) y acido linoleico (con valores medios de 7.9% en 2009 y 8.3% en 2010). No se
detectaron diferencias significativas (P 2 0.05) en los porcentajes de acidos grasos entre

campafias, excepto para el acido eicosenoico (P < 0.05), que es un acido graso minoritario.

En la Tabla 22 también se muestra el porcentaje de acidos grasos saturados (SAF), el de acidos
grasos monoinsaturados (MUFA), el de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) y la relacion entre
monoinsaturados y polinsaturados (MUFA/PUFA). Estos pardmetros se utilizan normalmente
para comparar la composicion de grasas de diferentes origenes. Los aceites de oliva se
caracterizan por tener un alto contenido en MUFA, debido a que el acido oleico (C18:1) es el
mayoritario, con un contenido entre el 56 y el 84%. La ingesta de grasas con alto contenido en
MUFA, tipica de los paises mediterraneos en los que se utiliza el aceite de oliva como principal
grasa culinaria, se ha relacionado con una incidencia especialmente baja de enfermedades
cardiovasculares en su poblacidon (Gimeno et al., 2002; Pérez-Jiménez et al.,, 2002). En el
presente estudio, se dieron valores iguales o muy similares en estos parametros entre
campafias, no detectandose diferencias entre ellas (P > 0.05). Sin embargo, si se observo que a
pesar de ser aceites de la misma variedad y tipo de cultivo, existieron unos rangos mas o
menos amplios en los porcentajes de SAF, MUFA y PUFA, y que el factor almazara fue
significativo en todos ellos. En diversos estudios se ha comprobado que existe una
dependencia de la variedad, del estado de maduracion de la oliva o de la zona de cultivo que
es determinante en el contenido en acidos grasos del aceite (Cimato et al.,, 1991; Gémez-
Gonzalez et al., 2011; Tous y Romero, 1994; Uceda et al., 1994).
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Tabla 22. Valores medios y rangos de los porcentajes (%) de acidos grasos individualmente y
porcentajes de acidos grasos saturados (SAF), monoinsaturados (MUFA), poliinsaturados
(PUFA) y relacion MUFA/PUFA de los aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina de las
campafas 2009 y 2010.

. Campaia 2009 Campana 2010
Acido graso
Media Rango Media Rango Almazara  Campaia

Palmitico 11.8 10.9-12.7 12.1 10.8 -15.0 *k ns
Palmitoleico 0.84 0.72-0.90 0.84 0.69-1.32 ok ns
Estearico 1.8 1.7-2.2 2.1 1.8-23 ns ns
Oleico 75.2 73.7-76.8 74.4 69.4-77.7 ok ns
Linoleico 7.9 6.8-8.9 8.3 6.8-10.1 *k ns
Araquidico 0.39 0.35-0.40 0.39 0.35-0.42 ns ns
Linolénico 0.47 0.40-0.50 0.47 0.42-0.52 * ns
Eicosenoico 0.29 0.26-0.30 0.29 0.27-0.32 * *
Behénico 0.12 0.11-0.14 0.12 0.11-0.12 ns ns
SAF 14.6 12.5-15.3 14.6 13.1-17.5 * ns
MUFA 75.5 74.8-77.8 75.5 71.0-79.0 ok ns
PUFA 8.7 7.2-94 8.8 7.2-10.6 *k ns
MUFA/PUFA 9.2 8.00-10.76 8.7 6.7-10.9 ok ns

Las dos columnas de la derecha indican si existen diferencias significativas segun los factores almazara y campaia

(ns: no significativo con P > 0.05; * : significativo con P < 0.05; **: significativo con P < 0.01).

En la representacidn grafica de los valores por almazaras, en la Figura 47 se muestran los
porcentajes de los acidos grasos mayoritarios oleico, palmitico y linoleico, y en la Figura 48 la
relacidn entre dcidos monoinsaturados/poliinsaturados (MUFA/PUFA) por almazaras. Como se
puede observar, cada almazara obtiene valores muy similares entre campafas. Motilva et al.
(2001) observaron en su estudio que la almazara de origen del aceite es un factor significativo
en el perfil de acidos grasos del aceite, y que siempre eran unas mismas almazaras las que
presentaban contenidos en oleico mds altos. Estos autores lo correlacionaron con la
localizacién de las almazaras y con la existencia de diferentes microclimas en la zona de

produccion.

En el presente trabajo, los porcentajes de 4cidos grasos fueron muy similares entre campanas
en cada almazara, pero no asi entre almazaras. Los aceites de las almazaras 1 y 2 fueron los
que presentaron un mayor contenido en oleico, en torno al 77% en ambas campaiias y
mavyores valores en la relacién MUFA/PUFA (aproximadamente 11). En cambio, el aceite de la
almazara 11 fue el que presentd un menor porcentaje de acido oleico (69.4%) y mayor
porcentaje de palmitico (15.0%) y linoleico (10.1%), y por tanto, una menor relacion
MUFA/PUFA (6.7).

145



RESULTADOS Y DISCUSION

Yo}
o
)

W 2009
02010

N
o O O
1 1 1
]

w B (S D
o O
1 1

o
1

Acido oleico (%)

=N
o o
1 1

o
!

alm1l alm2 alm3 alm4 alm5 alm6 alm7 alm8 alm9 alm 10alm 11

Almazaras

=
(e}

m 2009
02010

S
N S
1 1

B

[any
o
1

Acido palmitico (%)

&~ [e)] oo
1

O = T T T 1
alm1l alm2 alm3 alm4 alm5 alm6 alm7 alm8 alm9 alm 10alm 11

Almazaras

12
® 2009

10 4 @2010 4

Acido linoleico (%)
(o)}

O -1 T T T 1
alm1l alm2 alm3 alm4 alm5 alm6 alm7 alm8 alm9 alm 10alm 11

Almazaras

Figura 47. Valores de los porcentajes de acido oleico, palmitico y linoleico por almazaras de los

aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campafias 2009 y 2010.
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Figura 48. Valores de la relacion MUFA/PUFA por almazaras de los aceites ecoldgicos de la

variedad Arbequina de las campafiias 2009 y 2010.

La composicidn en acidos grasos en aceites de la variedad Arbequina de cultivo convencional
de la zona de Les Garrigues han sido estudiados en varias campanas anteriores por Motilva et
al. (2000), Tovar et al. (2001a), Romero et al. (2003) y Morelld et al. (2006). Tomando estos
trabajos como referencia, el contenido medio en 4cido oleico seria aproximadamente del 73%,
el de palmitico entre el 12 y el 14% y el de linoleico entre 9.5 y 10%. Si comparamos con los
resultados de este estudio, el aceite ecoldgico contuvo en términos generales un porcentaje
inferior de acido linoleico y ligeramente superior de oleico respecto a los valores medios,
aunque los valores de los aceites ecolégicos estan dentro del intervalo de confianza (95%). El
aceite de oliva Arbequina de la zona de Les Garrigues se caracteriza por tener un alto
contenido en oleico, mayor que el aceite de Arbequina de la zona litoral de la Denominacion
de Origen Protegida “Siurana” (Romero-Aroca et al., 2002). Un contenido intermedio en oleico
fue determinado en un estudio en la zona del Priorat con datos obtenidos a partir de 167
aceites pertenecientes a 6 campafias. Los valores de oleico extremos fueron 65.52 y 77.70%,
con un valor medio de 71.22%. El cultivo de la Arbequina se ha extendido por todo el mundo, y
debido a las grandes diferencias agroclimaticas, en aceites de la misma variedad se han
determinado porcentajes de oleico tan dispares como 52% en el noroeste de Argentina
(Rondanini et al., 2011), 54% en la zona de Australia (Mailer et al., 2010) o del 60 al 67% en
Uruguay (Feippe et al., 2010).

Gutiérrez et al. (1999) determinaron que los aceites ecolégicos de la variedad Picual contenian
un mayor porcentaje de acido oleico y menor de linoleico, y Dolgun et al. (2010) determinaron
también un mayor contenido en acido oleico en aceites ecoldgicos de las variedades Gemlik y
Memecik. No obstante, Anastasopoulos et al. (2011) en aceites de la variedad Koroneiki y

Samman et al. (2008) en aceites comerciales no encontraron diferencias significativas en la
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composicion en acidos grasos de acuerdo con el tipo de cultivo o estas no fueron estables a lo

largo de la maduracién.

Con los resultados obtenidos en el presente estudio y debido a la variabilidad existente entre
alamazaras, no podriamos afirmar que el contenido en acido oleico es superior en los aceites
ecoldgicos que en los convencionales. Para ello, seria necesario realizar las determinaciones en
un mayor numero de muestras y de campafias y hacerlo de forma paralela con aceites
ecoldgicos y convencionales de parcelas muy préximas, con tal de conocer y establecer la

variabilidad entre almazaras en los aceites de ambos tipos de cultivo.
6.4.3. Color y perfil pigmentario

En la Tabla 23 se muestra el contenido pigmentario determinado mediante espectrofotometria.
Este método se utiliza comUnmente debido a su rapidez y simplicidad, y da como resultado el
contenido aproximado de pigmentos en el aceite, basandose en los pigmentos mayoritarios en
cada fraccion, feofitina-a en la clorofilica y luteina en la carotenoide. Los valores medios fueron
5.5y 5.3 mg de clorofilas/kg y mg de carotenoides/kg, respectivamente en 2009y 7.0y 7.2 mg
de clorofilas/kg y mg de carotenoides/kg, respectivamente en 2010. Segun este parametro, el
contenido en clorofilas y carotenoides fue muy equilibrado en las dos campanfas, siendo la

relacién clorofilas/carotenoides préxima a 1 en ambas.

El contenido pigmentario mediante espectrofotometria de los aceites de cultivo convencional
de la variedad Arbequina de la zona de Lleida fue estudiado durante 9 campafias consecutivas,
desde 1995/96 a 2003/04 (Morell6 et al., 2006; Motilva et al., 1998; Romero et al., 2003).
Revisando estos trabajos, se ha observado que el contenido en pigmentos se movid en un
rango amplio de 5.13 a 12.24 mg clorofilas/kg y de 5.66 a 11.08 mg carotenoides/kg. Como se
muestra en la Tabla 23, los valores medios obtenidos para el aceite ecoldgico serian similares a
los del aceite convencional. La cantidad equilibrada de pigmentos, con valores cercanos a 1 en
la relacidn clorofilas/carotenoides, ya fue observada por Morell6 et al. (2006) en aceites de
Arbequina de la zona de Lleida. Dolgun et al. (2010) determinaron que los aceites
convencionales de la variedad Gemlik contenian mas pigmentos (clorofilas y carotenoides) que
los ecolégicos, y los convencionales de la variedad Memecik mds carotenoides que los
ecoldgicos. En cambio, Ranalli y Contento (2010) determinaron que no habia diferencias en el
contenido en pigmentos ni en las coordenadas de color entre aceite ecoldgico y aceite

convencional.
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Tabla 23. Valores medios y rangos del contenido en pigmentos totales determinados por
espectrofotometria (mg/kg de aceite), del perfil pigmentario por HPLC (mg/kg de aceite) y de
las coordenadas CIELAB de los aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campanas
2009y 2010.

Campaiia 2009 Campaia 2010

Media Rango Media Rango Almazara Campafia
Espectrofotometria
Carotenoides 5.3 40-79 7.2 5.2-10.6 *ok *ok
Clorofilas 5.5 3.45-12.6 7.0 2.7-14.5 ok ns
Total pigmentos 11.0 7.4-20.5 141 7.9-25.1 *k ns
HPLC
Clorofilida b nd nd nd nd - -
Clorofilida a nd nd nd nd - -
Feoférbido a 0.06 0-0.22 0.15 0-0.73 *x *
Clorofila b 0.14 0.07-0.33 0.25 0-0.84 *k *
Clorofila a 0.21 0-0.90 0.70 0-3.64 *k *x
Feofitina b nd nd 0.01 0-0.11 *k ns
Feofitina a 2.94 1.50-6.23 4.02 0.77-7.58 *x *
Total clorofilas 3.35 1.66 - 6.56 5.12 1.09-11.74 *ok *ok
Neoxanteno 0.19 0.08-0.38 0.22 0.05-0.76 *k ns
Violaxanteno 0.44 0.17-0.94 0.69 0.18-2.00 ok ok
Luteoxanteno 0.04 0.01-0.08 0.04 0-0.10 *ok ns
Anteraxanteno 0.23 0.11-0.50 0.34 0.11-0.67 ok ok
Mutatoxanteno 0.01 0-0.03 0.02 0-0.04 *ok ok
Luteina 2.49 1.76 - 3.47 3.00 2.11-4.26 *x **
B-criptoxanteno 0.08 0.05-0.17 0.11 0.01-0.23 *k ok
m:‘;‘::t‘::f?ca 4 005 003-013 010  0.03-017 *4 *x
Z;‘::;I”Ct: d”: 0.11 0-0.27 0.18  0.07-0.37 *4 *x
B-caroteno 1.07 0.66 - 2.06 1.32 0.80-2.01 ok *
Total carotenoides 4.68 2.93-7.14 6.01 3.52-9.58 ok ok
Total pigmentos 8.04 4.59-13.28 11.13 4.61-21.31 ok ok
CIELAB
L* 85.79  73.49-9335 87.15 81.52-89.97 *k ns
a* -2.61 -4.87a1.78 -2.13  -3.37a-0.90 *x *
b* 81.03 62.61-102.33 98.77 66.29-115.81 ok *x

Las dos columnas de la derecha indican si existen diferencias significativas segun los factores almazara y campafa

(ns: no significativo con P > 0.05; * : significativo con P < 0.05; **: significativo con P < 0.01).
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En la Tabla 23 se muestran los rangos de valores y los valores medios de los compuestos que
conforman el perfil pigmentario del aceite determinado mediante HPLC-DAD de ambas
campafias. El perfil pigmentario es el tipico en aceites de oliva, en que feofitina-a es el
pigmento clorofilico mayoritario y luteina el carotenoide (Gandul-Rojas y Minguez-Mosquera,
1996a). No se detectaron clorofilidas en ninguna de las muestras, y el pigmento feofitina-b
sélo se cuantificd en una de las muestras de la campafia de 2010. En la fraccién carotenoide, se
detectaron los pigmentos caracteristicos de los aceites de oliva de la variedad Arbequina
(feofdrbido-a y violaxanteno y neoxanteno esterificados) (Criado et al., 2007a; Minguez-

Mosquera y Gallardo-Guerrero, 1995; Minguez-Mosquera y Garrido-Fernandez, 1989).

Segun los resultados, los aceites de 2010 fueron mas pigmentados que los de 2009 (P<0.01),
con valores medios en la suma de pigmentos de 11.13 mg/kg y 8.04 mg/kg, respectivamente.
Los aceites en 2010 mostraron un contenido mayor en compuestos carotenoides (P<0.01)
debido al alto contenido en xantofilas, principalmente luteina, y en compuestos clorofilicos
(P<0.01). En la mayoria de compuestos, fue significativo el factor campafia, siendo mayor su
concentracién en 2010 que en 2009. Como se observa en las figuras del anejo del final del
documento, en las que se representa las condiciones climaticas de los dos anos de la estacidn
meteoroldgica de La Granadella, los dias de lluvia estuvieron mas repartidos durante el afo
2010 que en el afio 2009, en que la cantidad de precipitacién acumulada fue similar pero
concentrada en unos dias puntuales. Por tanto, probablemente los frutos de 2010 recibieron
una menor cantidad de horas de sol, por lo que la degradacion de los pigmentos clorofilicos y

carotenoides fue menor (Chen y Huang, 1998; Serani y Piacenti, 1992).

En todos los compuestos pigmentarios, fue altamente significativo el efecto almazara (P<0.01),
lo que significa que dentro de cada campaiia, los valores fueron diferentes dependiendo de la
almazara de origen del aceite. En la Figura 49 se puede observar graficamente la suma de las
concentraciones de pigmentos para cada almazara. Se puede observar como sdlo en algunas
de las almazaras de las que se dispuso de muestra en las dos campafias, fue mayor el
contenido pigmentario en 2010 que en 2009. De entre ellas, destaca la almazara 7, en la que el
contenido pigmentario del aceite en 2010 triplico el de 2009. De los aceites analizados, fue el
de la almazara 10, de la que sdlo se dispuso de muestra en 2010, el que mostré una mayor
cantidad de pigmentos, con una concentracion de 21.31 mg/kg aceite (11.73 mg clorofilas/kg y
9.58 mg carotenoides/kg). Probablemente, estos valores tan altos de pigmentos en 2010
podrian haber provocado que en el estudio estadistico el factor campafia fuera significativo,

aunque no se observa una tendencia igual en todas las almazaras.
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Figura 49. Valores de la suma de pigmentos determinados por HPLC por almazaras de los

aceites ecolégicos de la variedad Arbequina de las campaias 2009 y 2010.

Las diferencias en el contenido pigmentario entre almazaras estan muy relacionadas con el
manejo de la plantacién, asi como con la tecnologia y el proceso utilizado durante la extraccién
del aceite. Respecto a los factores agronémicos, la aplicacién de riego al olivo provoca una
disminucién del contenido pigmentario en los aceites (Criado, 2005; Tovar et al., 2001a).
Criado (2005) comprobd que la transferencia de pigmentos del fruto al aceite se produce con
una mayor dificultad en frutos de regadio (un 8% fueron transferidos frente a un 26% en los
frutos de secano). Respecto a la tecnologia, el sistema de extraccidén elegido influye en el
contenido pigmentario, siendo mayor en los aceites obtenidos en un molino de martillos que
en un molino de piedras (Mailer y Ayton, 2004) y mayor en los obtenidos por presién que con
el sistema de 3 fases (Salvador et al., 2003; Torres y Maestri, 2006). Las temperaturas y los
tiempos del batido influyen en el contenido pigmentario. Psomiadou y Tsimidou (1998)
llevaron a cabo un estudio acerca de la influencia de la aplicacién de dos temperaturas
diferentes durante el batido de la pasta (30 y 45 °C) en el contenido de pigmentos de los
aceites obtenidos. Los aceites procedentes de pastas batidas a 45 °C tenian un contenido
ligeramente superior de pigmentos, principalmente de feofitina-a. Resultados similares
obtuvieron Amirante et al. (2001), que aplicaron 3 temperaturas (27, 32 y 35 °C) y 3 tiempos
de batido (30, 45 y 60 minutos) diferentes y observaron que los aceites procedentes de pastas
batidas a mayor temperatura tenian mayor contenido en clorofilas. Ademas, para una misma
temperatura el contenido de clorofilas era mayor a medida que aumentaba el tiempo de
batido. También se ha demostrado que el uso de coadyuvantes como el microtalco natural
aumenta la transferencia de pigmentos al aceite (Criado et al., 2007b) y que el filtrado
mediante membrana de ultrafiltracion disminuye el contenido en pigmentos del aceite
(Bottino et al., 2008).
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Respecto al perfil pigmentario, solo existe un trabajo de Criado et al. (2008) en aceite de oliva
Arbequina de cultivo convencional en la zona de Lleida, llevado a cabo durante las campanas
2002/03 y 2003/04. Comparandolo con los resultados de este trabajo, los aceites ecoldgicos y
convencionales contendrian los mismos compuestos y sus valores medios y rangos en el
contenido en clorofilas y carotenoides serian similares. La Unica diferencia detectada seria que
en el estudio de Criado et al. (2008), los aceites tuvieron una mayor concentracién en clorofila-
a y menor en feofitina-a que en los aceites ecoldgicos estudiados. También en un estudio de
Gallardo-Guerrero et al. (2005) en aceites de Arbequina del sur de Espafa, fue mayor el
contenido en clorofila-a. En relacién a las diferencias entre campanas, en el estudio de Criado
et al. (2008) también se detectaron en el contenido en clorofilas y carotenoides. Estas
diferencias se atribuyeron al amplio rango en las concentraciones de pigmentos,
principalmente en la campafia 2003/04, que fue de 3.14-18.80 mg pigmentos/kg, muy similar a
nuestro rango. Ademds, esta campafa seria mas adecuada para la comparaciéon que la
2002/03, debido a las importantes heladas que se produjeron en diciembre de 2001, dafiando

los olivos, y afectando la producciéon de la campana siguiente (Morell6 et al., 2003).

Las diferencias entre los pardmetros de color CIELAB fueron altamente significativos segun el
factor almazara (P<0.01), mientras que solo entre los parametros a* y b* hubo diferencias
significativas entre campafias. En la Figura 50 se muestran los valores de estos pardmetros
segln almazaras. Los valores de a* fueron siempre negativos, excepto en el aceite de la
almazara 6 en 2009. Los valores del parametro b*, todos los aceites se colocaron en la zona de
los amarillos y en todas las almazaras, excepto en la 1, el valor del parametro b* fue superior
en los aceites de 2010 que en los de 2009. Siendo b* el parametro que cuantifica el color entre
—b* (azul) y +b* (amarillo), se podria decir que, en general, los aceites de oliva fueron mas

amarillos en 2010.
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Figura 50. Valores de los parametros CIELAB por almazaras de los aceites ecoldgicos de la

variedad Arbequina de las campafias 2009 y 2010.
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Respecto a las coordenadas cromaticas, Motilva et al. (1998), Romero et al. (2003) y Criado et
al. (2008) determinaron las coordenadas CIELAB del aceite de la variedad Arbequina de cultivo
convencional de la misma zona que este estudio durante 7 campafas oleicolas: desde la
campafia 1995/96 a la 1999/00 y de 2002/03 a 2003/04. Recopilando los valores obtenidos en
estos estudios, la coordenada L* se moveria en un rango de 76.0 2a 92.6, laa* de -6.19a1.42y
la b* de 67.6 a 113.9. Por tanto, los valores obtenidos en el presente estudio estarian dentro

de estos rangos.
6.4.4. Contenido fendlico

En primer lugar, se determiné el contenido fendlico total mediante el reactivo de Folin
Ciocalteau (Tabla 21). Con este método se realiza una aproximacién del contenido fendlico
total de los aceites expresado con un compuesto de referencia, acido cafeico en este caso. Los
valores medios fueron 153 mg/kg en 2009 y 165 mg/kg en 2010, siendo significativo el factor
almazara (P<0.01). Como se puede observar, cuando se representa el valor de fenoles totales
por almazaras (Figura 51), éste fue muy diferente entre almazaras, pero fue similar entre
campanas en la mayoria de ellas. Los valores mas altos fueron los de las almazaras 1y 2,

mientras que los mas bajos fueron los de la almazara 5.
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Figura 51. Valores de fenoles totales por almazaras de los aceites ecoldgicos de la variedad

Arbequina de las campafias 2009 y 2010.

Comparando los resultados con estudios previos en aceites de olive Arbequina, Motilva et al.
(1998) y Romero et al (2003) determinaron el contenido en fenoles totales desde la campafia
1995/96 a la 1999/00. Los valores obtenidos mostraron una gran dispersién, dependiendo
tanto de la almazara como del estado de maduracién de la oliva, con un rango de 84.0 a 273

mg/kg. Este rango de valores seria similar al determinado en aceites ecoldgicos. Aranda
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Palomo (2003) determiné que el valor medio en fenoles totales de aceites de la variedad
Cornicabra (determinado a partir de 188 muestras de las campafias 1994/95 a la 1999/00) es
de 150 mg 4cido cafeico/kg aceite, por lo que seria un contenido similar al de Arbequina.
Ambos son superados por los contenidos fendlicos de aceites de las variedades Koroneiki,

Pajarero, Picual o Picholine (Aparicio y Luna, 2002; Gémez-Alonso et al., 2002;).

Para un estudio mas detallado, se determind el perfil fendlico de los aceites mediante
cromatografia liquida HPLC-DAD (Tabla 24). En la suma de compuestos identificados vy
cuantificados por HPLC-DAD, cuyas medias fueron 677 mg de fenoles/kg aceite en 2009 y 688
mg de fenoles/kg aceite en 2010, se detectaron diferencias significativas segun el factor
almazara (P<0.01).

Cuando se representa segun almazara (Figura 52), se observa que la concentracion en fenoles
fue muy variable entre almazaras y entre campanas. Las almazaras 1, 2 y 3 mostraron los
valores mas altos en ambas campanas, mientras que la 5 fue la que mostrd valores mas bajos.
El contenido fendlico es altamente dependiente de la tecnologia y las condiciones de
procesado utilizadas en las almazaras. Con el uso de un molino de martillos se obtienen aceites
con un mayor contenido fendlico que con molinos de piedras (Caponio et al., 2003; Di
Giovacchino et al., 1994). Aranda Palomo (2003) determiné que el contenido en fenoles totales
de los aceites de Cornicabra obtenidos por el sistema de 3 fases (144 mg cafeico/kg) era
inferior al de las muestras obtenidas con sistema de 2 fases (164 mg cafeico/kg). Estos
resultados pueden explicarse por la necesidad de diluir la pasta de aceituna batida con agua
caliente antes de entrar al decantador centrifugo de 3 fases, operacién que no es necesaria en
el sistema de 2 fases. Este hecho provocaria una redistribucidon de las sustancias fendlicas
entre la fase acuosa y la fase oleosa, reduciéndose el contenido en fenoles en la fase apolar.
Resultados similares fueron obtenidos por Angerosa y Di Giovacchino (1996), De Stefano et al.
(1999) y Gimeno et al. (2002).

El contenido fendlico de estos aceites, como en la mayoria de aceites de oliva, se caracterizd
por un contenido mayoritario en derivados secoiridoides, que representaron un 94.2% y un
93.1% del contenido fendlico total en 2009 y 2010 respectivamente. Los compuestos
mayoritarios fueron las formas dialdehidicas de oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EDA) y de
ligustrésido aglicona (p-HPEA-EDA), que representaron mas del 50% y del 20% del contenido
fendlico total, respectivamente. Los lignanos fueron el segundo grupo en importancia
representando un 4.0% y un 5.4% del contenido fendlico de los aceites en 2009 y 2010

respectivamente.
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Tabla 24. Valores medios y rangos del perfil fendlico por HPLC (mg/kg de aceite) de los aceites

ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campaifias 2009 y 2010.

Campaiia 2009 Campaiia 2010
Media Rango Media Rango Almazara Campafia

Hidroxitirosol 1.8 0.2-43 2.1 0.6-5.0 ok ns
Tirosol 3.6 1.3-10.1 3.7 1.2-79 *k ns
Fenil alcoholes 5.4 23-143 5.8 1.8-10.1 ok ns
Acido vainillico 0.4 01-1.3 0.5 01-1.4 ** ns
Vainillina 0.3 0.2-05 0.4 0.2-0.6 *k *
Acido p-cumarico 0.2 0.1-0.4 0.3 0.2-05 ** *
Acidos fenélicos 1.0 04-22 1.2 0.5-2.3 ** *
3,4-DHPEA-AC 52.5 10.0-89.6 55.4 5.0-83.4 *k ns
3,4-DHPEA-EDA 391 75.4—-1288 364 44.8 - 920 ok ns
p-HPEA-EDA 106 28.4-176 51.9 29.5-147 *k **
p-HPEA-EA 18.2 89-39.4 20.7 9.1-32.9 ok ns
3,4-DHPEA-EA 69.3 31.4-200 145 51.3-276 *k **
Derivados 637 230-1623 637  148-1382 * ns
secoiridoides

Lignanos 29.1 15.6 - 68.0 32.1 20.4-47.5 *k ns
Luteolina 3.1 1.4-43 2.8 1.3-5.1 *ok ns
Apigenina 1.5 09-23 2.2 1.3-38 *x *E
Flavonoides 4.7 2.5-6.2 49 2.7-89 *ok ns
Suma fenoles 677 262 -1701 681 177 — 1440 *ok ns

Las dos columnas de la derecha indican si existen diferencias significativas segun los factores almazara y campafa

(ns: no significativo con P > 0.05; * : significativo con P < 0.05; **: significativo con P < 0.01).
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Figura 52. Valores de la suma de fenoles determinados por HPLC por almazaras de los aceites

ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campafias 2009 y 2010.

En la Figura 53 se muestran los valores por almazaras y campafia de los derivados secoiridoides
determinados, asi como la suma de todos ellos. Como se puede observar, las almazaras 1, 2, 3
y 10 fueron las que mostraron un mayor contenido en 3,4-DHPEA-EDA y en la suma de
derivados secoiridoides. Segln campafia, en el grupo de los derivados secoiridoides, la
concentracién de la forma dialdehidica de ligustrésido (p-HPEA-EDA) fue superior en 2009
(P<0.01) mientras que el contenido en oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EA) fue superior en
2010 (P<0.01). Como se puede observar en la figura, este hecho se cumplié en la mayoria de
almazaras para ambos compuestos. Las diferentes condiciones climaticas que conlleva el
factor campania, influirian en el proceso de maduracién del fruto y en su actividad enzimatica,
por lo que la degradacién de oleuropeina y ligustrdsido, los dos compuestos fendlicos
mayoritarios presentes en el fruto, seria diferente de una campafa a otra, y por tanto, el

contenido de los compuestos derivados de ellos también variaria entre campaiias.

En la Figura 54 se muestran las concentraciones por almazaras, que fue un factor significativo
en todas ellas, de los compuestos fendlicos de las familias alcoholes fenilicos, acidos fendlicos,
lignanos y flavonoides. Por familias, sélo se detectaron diferencias significativas (P<0.05) segun
campana en las concentraciones de los dacidos fendlicos, aunque su contenido es muy
minoritario. En los lignanos, las almazaras que mostraron mayores contenidos en lignanos

fueronla2yla3.
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Figura 53A. Valores de los derivados secoiridoides determinados por HPLC por almazaras de

los aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campafias 2009 y 2010.

158



RESULTADOS Y DISCUSION

I
[
J

2009 O2010

p-HPEA-EA (mg/kg)
= | N N w w B
(6] o U1 O U1 O un o

o
I

alm1l alm2 alm3 alm4 alm5 alm6 alm7 alm8 alm9 alm 10alm 11

Almazaras
200 -

180 -
160

E 2009 02010

[Eny

iy

o
1

120
100 -
80 -
60 -

° ol

p-HPEA-EDA (mg/kg)

alm1 alm2 alm3 alm4 alm5 alm6 alm7 alm8 alm9 alm 10alm 11
Almazaras

1800 -+
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800
600 -
400 -
200 -+

O -1 T T - T 1
alm1l alm2 alm3 alm4 alm5 alm6 alm7 alm8 alm9 alm 10alm 11

® 2009 O2010

Derivados secoiridoides (mg/kg)

Almazaras

Figura 53B. Valores de los derivados secoiridoides determinados por HPLC por almazaras de

los aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campafias 2009 y 2010.

159



RESULTADOS Y DISCUSION

16,0 -
m2009 ©O2010
14,0 ~
12,0 +
10,0 +
8,0 -
6,0 -

4,0 -

Fenil alcoholes (mg/kg)

2,0 -

0,0 T T T T T 1
alm1l alm2 alm3 alm4 alm5 alm6 alm7 alm8 alm9 alm 10alm 11

Almazaras

[0}
o
)

E2009 O2010

Lignanos (mg/kg)
N w H w1 (o)) ~
© © © © o o

=
o
1

o
I

alm1l alm2 alm3 alm4 alm5 alm6 alm7 alm8 alm9 alm 10alm 11

Almazaras

Figura 54A. Valores de la suma de fenoles por familias determinados por HPLC por almazaras

de los aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campaias 2009 y 2010.
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Figura 54B. Valores de la suma de fenoles por familias determinados por HPLC por almazaras

de los aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina de las campaias 2009 y 2010.

Morell6 et al. (2006) determinaron el perfil fendlico de aceites de oliva Arbequina de la zona
de Les Garrigues durante 4 campafias consecutivas, de 2000/01 a 2003/04. Comparando con
los aceites analizados en el presente trabajo, se observa una diferencia en los valores de tirosol
e hidroxitirosol: en el estudio de Morelld et al. (2006), los valores maximos que se detectaron
fueron 0.38 mg/kg en hidroxitirosol y 1.04 mg/kg en tirosol, mientras que en éste se han
cuantificado mayores concentraciones de ambos compuestos, con medias de 1.60 mg
hidroxitirosol/kg y 3.49 mg/kg de hidroxitirosol en 2009, y de 2.19 mg tirosol/kg y de 2.19 mg
hidroxitirosol/kg y 3.79 mg tirosol/kg. Ni en el estudio de Anastasopoulos et al. (2010) ni el de
Bendini et al. (2006) detectaron diferencias en los contenidos en hidroxitirosol y tirosol
dependiendo de si las olivas eran cultivo ecoldgico o convencional, aunque Dolgun et al. (2010)
si determinaron que el contenido en tirosol era mayor en los aceites orgdnicos de las

variedades Gemlik y Memecik que en los convencionales. Segln nuestros resultados, no se
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puede afirmar que los aceites ecoldgicos contienen mas tirosol e hidroxitirosol que los
convencionales, porque hay un efecto campafia importante, por lo que seria necesaria la
comparacion de aceites ecoldgicos y convencionales durante las mismas campafas oleicolas.
Comparando el resto de compuestos fendlicos cuantificados con los cuantificados en el estudio
de Morelld et al. (2006), tanto el perfil como las concentraciones de los diferentes compuestos

fueron similares.

El contenido en fenoles es uno de los pardmetros estudiados cuando se comparan productos
de cultivo ecoldgico y convencional. A veces se plantea la hipdtesis de que los productos de
origen ecoldgico, donde el uso de pesticidas y fertilizantes de sintesis no estan permitidos,
contienen mayores concentraciones de compuestos fendlicos. Brandt y Molgaard (2001)
apuntan que cuando hay un descenso en la disponibilidad de nitrégeno para la planta o existe
el ataque de una plaga, las plantas incrementan su contenido en compuestos fendlicos para
defenderse, aunque a costa de una menor tasa de crecimiento y por tanto, un menor
rendimiento. En el aceite de oliva, los estudios de Anastasopoulos et al. (2011), Ranalli y
Contento (2010) y Gutiérrez et al. (1999) han determinado una mayor concentracion fendlica
en aceites ecoldgicos. Anastasopoulos et al. (2011) estudiaron varios parametros en aceite
ecoldgico y convencional de la variedad Koroneiki durante 2 afios (2000 y 2004), concluyendo
que el aceite ecoldgico es de una calidad superior que el convencional, especialmente en el
contenido fendlico. Ranalli y Contento (2010) determinaron que el contenido fendlico era
mayor en los aceites ecoldgicos que en los convencionales, tanto si se extraian de olivas
deshuesadas como de olivas enteras. Gutiérrez et al. (1999) estudiaron aceites de la variedad
Picual del sur de Espafia durante una campafia, determinando que el aceite ecoldgico contenia
de media una mayor concentracion de compuestos fendlicos que el convencional, pero estas
diferencias dependian del estado de madurez del fruto. Sin embargo, otros estudios como los
de Dolgun et al. (2010), Ninfali et al. (2008) y Bendini et al. (2006) anteponen otros factores
como el efecto de la campaiia, la variedad o el proceso de extraccidon antes que el tipo de
cultivo (ecoldgico o convencional) para explicar las diferencias en el contenido fendlico de
aceites de oliva. Dolgun et al. (2010) estudiaron el contenido fendlico en aceites ecoldgicos y
convencionales de las variedades Gemlik y Memecik cultivados en Turquia durante una
campafia, y aunque encontraron diferencias en las concentraciones de algunos compuestos, lo
atribuyeron mayormente a diferencias genéticas y de zona geografica de cultivo,
especialmente la altitud. Ninfali et al. (2008) estudiaron las diferencias entre aceites ecolégicos
y convencionales de las variedades Leccino y Frantoio durante 3 campanas (2001, 2002 y 2003)
cultivados en Italia y observaron que no hay diferencias o que estas no son consistentes con el
tiempo en las propiedades de los aceites ecoldgicos y convencionales, porque existen muchos
otros factores de los que dependen estas propiedades (variedad, clima, suelo, disponibilidad
de nutrientes y agua, almacenamiento, etc.) y por tanto, las diferencias segun el tipo de cultivo
no son detectadas. Bendini et al. (2006) realizaron un estudio estadistico en aceites

convencionales, ecoldgicos y de produccién integrada, observando que no se pueden
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diferenciar segun el tipo de cultivo atendiendo a sus valores de contenido fendlico, resistencia
a la oxidacion o presencia de metales. En el capitulo 2 de esta tesis, se ha visto que en la oliva,
las diferencias en el contenido fendlico entre cultivo convencional y ecolégico a lo largo de la
maduracién son minimas y puntuales en algunos muestreos, por lo que el tipo de cultivo, si no
afecta a la composicién fendlica del fruto, no deberia afectar a la de los aceites obtenidos a

partir de ellos.
6.4.5. Contenido en a-tocoferol y estabilidad oxidativa

El contenido en a-tocoferol de los aceites se muestra en la Tabla 21, cuyo valor medio fue
estadisticamente mayor en 2010 (179.7 mg/kg) que en 2009 (158.0 mg/kg) (P < 0.01). También
fue significativo el efecto almazara, por lo que en la Figura 55 se muestran los valores del
contenido de cada almazara y campana. En la mayoria de almazaras, excepto en la 1, el

contenido en a-tocoferol fue mayor en 2010 que en 2009.
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Figura 55. Valores de a-tocoferol por almazaras de los aceites ecolégicos de la variedad

Arbequina de las campafias 2009 y 2010.

Los valores determinados son similares a los de los estudios de Romero et al. (2003) (con
valores de 123 a 289 mg/kg) y Morellé et al. (2006) (con valores de 138 a 206 mg/kg) en
aceites de oliva Arbequina convencionales de frutos cultivados en la misma zona en campaiias
anteriores, dependiendo de la campafia y de la fecha de recoleccién. En aceites de otras
variedades, Dolgun et al. (2010) determinaron que el contenido en a-tocoferol era mayor en el
aceite ecoldgico (1120 mg/kg) que en el convencional (537 mg/kg) en la variedad Gemlik, pero
no encontré diferencias significativas en el contenido en a-tocoferol entre los aceites
ecoldgicos y convencionales de la variedad Memecik. Gutiérrez et al. (1999) determinaron que
el contenido en a-tocoferol en aceites ecoldgicos de la variedad Picual era 1.3 veces mayor

que en los convencionales. Posteriormente, Ninfali et al. (2008) no encontraron diferencias
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significativas en el contenido en a-tocoferol en aceites ecolégicos y convencionales de las
variedades Frantoio y Leccino. Ranalli y Contento (2010), que estudiaron el efecto de extraer el
aceite a partir de olivas deshuesadas de origen ecoldgico y convencional de olivas de una
mezcla de variedades, determinaron que los aceites ecolégicos tenian una mayor
concentracidn de a-tocoferol (184 frente a 153 mg/kg en aceites de olivas enteras y 215 frente

a 176 mg/kg en aceites de olivas deshuesadas).

Para explicar el efecto campafia, respecto a los factores que influyen en el contenido en a-
tocoferol de los aceites, Aguilera et al. (2005) y Beltran et al. (2010) apuntaron que existe
influencia de las condiciones agroclimaticas del afio, sobretodo del régimen de precipitaciones,
obteniendo aceites con un mayor contenido en a-tocoferol cuando el afio es mds seco. Segun
los datos climaticos registrados en afios 2009 y 2010 de la estacion meteorolégica de La
Granadella (anejo al final del documento), el régimen de precipitaciones en la zona fue muy
similar en ambos afios, siendo la precipitacién acumulada a dia 31 de diciembre de 431 mm en
2009 y 420 mm en 2010. Uceda (2004) y Gutiérrez et al. (1999) determinaron que el estado de
maduracién también es un factor a tener en cuenta, ya que el contenido en a-tocoferol
disminuye a medida que avanza la maduracion. Al tratarse de aceites comerciales, este es un
factor de variabilidad que no se controlé. No obstante, una de las posibles razones que se
propone que podrian explicar el mayor contenido en tocoferol en los aceites de 2010 que en
los de 2009 podria ser que las olivas de 2009 se hubieran recolectado en un estado de
maduracién mads avanzado que las de 2010. Como se ha comentado, la fecha de recoleccion es
un factor importante que determina el contenido en tocoferol del aceite, ya que a medida que
la maduracién avanza, el contenido en tocoferol en los frutos del olivo disminuye. Observando
la gréfica de precipitaciones, durante las fechas de recoleccién (noviembre y diciembre), en
2009 llovid 26 dias, mientras que en 2010 llovié 18 dias. Por tanto, en 2009 se podria haber
retrasado la cosecha. Ademds, en 2010, el 26 de noviembre se empezaron a registrar
temperaturas minimas por debajo de cero, mientras que en 2009, la primera temperatura
negativa registrada fue en el 11 de diciembre. Este hecho podria haber causado que los
agricultores empezaran a recoger sus olivas antes en 2010, por precaucién a que las heladas
dafiaran la cosecha, y por tanto, las olivas de 2010 podrian haber sido menos maduras que las
de 2009.

En relacién a la estabilidad oxidativa (Tabla 21), se observé un rango amplio de valores, siendo
el valor medio de 9.5 horas en ambas campafias, y no encontrandose diferencias significativas
entre campafias (P > 0.05). Si existieron diferencias seguin almazaras (P < 0.01), tal y como se
representa en la Figura 56, siendo los valores de cada almazara similares entre campaiias. Los
aceites de las almazaras 1 y 2 mostraron los valores mas altos en estabilidad oxidativa,
mientras que los de las 4, 5, 9 y 11 mostraron los mas bajos. En los trabajos anteriores en
aceites de oliva Arbequina de cultivo convencional, también se observd un rango amplio de
valores, de 5.4 a 16.7 horas (Romero et al., 2003) y de 8.0 a 16.6 horas (Morell6 et al., 2006).
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Romero Aroca (2011) presentd valores medios de estabilidad de aceites de la variedad

Arbequina del Priorat inferiores a los de este estudio, con una media de 6.24 horas.
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Figura 56. Valores de estabilidad oxidativa por almazaras de los aceites ecoldgicos de la

variedad Arbequina de las campaiias 2009 y 2010.

6.4.6. Analisis sensorial

Los aceites fueron sometidos a evaluacidon sensorial por catadores expertos. Los atributos
evaluados fueron frutado verde, amargo, picante y presencia de defectos. La Tabla 25 presenta

un resumen de los resultados y en las Figura 57 se puede observar la variabilidad entre aceites.

Los valores medios para estos 3 atributos son similares a los de otros aceites de la zona, en la
gue los aceites se caracterizan por ser frutados verdes, amargos y picantes, éstos dos atributos
con intensidades superiores a las de los aceites de Arbequina de otras zonas oleicolas (Romero
Aroca, 2011).

Tabla 25. Valores medios de los atributos amargo, picante y frutado en aceites de Arbequina
de las campanas 2009 y 2010.

AMARGO PICANTE FRUTADO VERDE
Afo Media Desviacion  Rango Media Desviacion  Rango Media Desviacion  Rango
estandar estandar estandar
2009 4.41 0.88 3.5-5.8 3.9 1.42 2.6-5.9 4.34 1.16 3.0-6.0
2010 4.21 1.01 3.0-6.1 3.7 0.94 2.0-5.1 4.37 1.27 2.8-6.0
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Los resultados muestran un rango amplio para todos los atributos, lo que indica que a pesar de
que todos los aceites han sido extraidos de olivas de la variedad Arbequina, los factores
tecnoldgicos y climaticos han tenido una gran influencia. Por otra parte, el analisis de la
presencia de defectos ha dado como resultado que en uno de los aceites se reconocié el
atributo atrojado por todos los catadores, es decir, dicho aceite no deberia haber sido

comercializado como virgen extra.

Haciendo un andlisis de correlacién entre los atributos (Tabla 26) se observa una alta
correlacién entre ellos. Los aceites mds amargos han sido a su vez los mas frutados verde y los

mas picantes.

En cuanto a la correlacidn entre atributos sensoriales y composicién, es destacable la gran
influencia que ha tenido en la puntuacion del caracter frutado verde con la acidez y perdxidos,
con los que muestran una correlacidn negativa. Los aceites con valores mas altos para acidez y
perdxidos han perdido intensidad de frutado verde, probablemente por estar mas maduros e
incluso mds evolucionados. También ha resultado negativa la correlacidon con los alcoholes
fenilicos, productos que se forman a partir de los derivados secoiridoides a lo largo de la vida

util del aceite.

Por otra parte, se observa que la mayor correlacién se ha dado entre los derivados
secoiridoides y los atributos picante y amargo, con valores de 0.9071 y 0.8790. Los aceites de
la variedad Arbequina, a pesar de que contienen como se ha comentado con anterioridad
menos compuestos fendlicos que otros aceites de oliva, son ricos en derivados como el 3,4-
DHPEA-EDA y p-HPEA-EDA, fracciones relacionadas con las sensaciones amarga y picante y que

explicarian esta alta correlacién.
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Figura 57. Valores de amargo, picante y frutado por almazaras de los aceites ecoldgicos de la

variedad Arbequina de las campafas 2009 y 2010.

167



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 26. Matriz de correlacidn entre atributos sensoriales, pardmetros de calidad vy

compuestos fendlicos.

Amargo p Picante p Frutado p
Amargo 1
Picante 0.8263 0.0000 1
Frutado 0.8124 0.0000 0.7971 0.0000 1
Acidez -0.5340 0.0185 -0.5353 0.0182 -0.7616 0.0002
Perdxidos -0.7753 0.0001 -0.6825 0.0013 -0.8291 0.0000
K70 -0.0231 0.9253 -0.1029 0.6751 -0.4031 0.0871
K232 -0.6254 0.0042 -0.6166 0.0049 -0.7972 0.0000
Acidos
. 0.1902 0.4355 0.1809 0.4585 0.4932 0.0319
fendlicos
Flavonoides 0.1640 0.5022 0.2837 0.2391 0.3935 0.0956
Alcoholes
-0.4358 0.0621 -0.3993 0.0903 -0.6094 0.0056
fenilicos
Derivados
0.8790 0.0000 0.9071 0.0000 0.7948 0.0000

secoiridoides

6.4.7. Clasificacion de los aceites

Una vez se dispuso de los valores de todos los parametros estudiados, se decidié llevar a cabo
un estudio estadistico utilizando el analisis de componentes principales (PCA). En la Figura 58
se muestran los dos componentes principales del modelo, que explican un 76.2% de la
variabilidad. Como se observa claramente, hay una relacidn positiva entre el acido oleico, el
contenido en fenoles y el contenido en oleico de los aceites. Con estos factores, se relacionan
negativamente los parametros de calidad (K,7, Kj3;, indice de perdxidos y acidez) y el

contenido en palmitico.

Representando los valores de las diferentes almazaras en el modelo (Figura 59), se observa
claramente como la mayoria de los aceites procedentes de las diferentes almazaras se agrupan
entre ellos, independientemente de la campana. Por razones de confidencialidad, no se
nombran a las almazaras por su nombre real, pero si se sabe las caracteristicas de ellas. Las
almazaras 1,2, 3 y 7 son empresas pequefias que poseen su propio molino y fincas, lo que les
permite ajustar muy bien tanto las condiciones de trabajo como el momento de la recoleccién.
Como se observa en la Figura 6.4.14., sus aceites son muy cercanos entre campafias, y son los
de mejor calidad, seglin los pardmetros insertados en el modelo. Los aceites de la almazara 7
se encuentran separados en la representacién. Esta almazara hace poco tiempo que se ha
creado, por lo que la de 2009 fue una de sus primeras producciones. La experiencia adquirida
en esa campana les permitié en 2010 conseguir un aceite mas rico en fenoles y pigmentos. Los
aceites de las almazaras 4 y 8 pertenecen a las cooperativas de dos localidades, por lo que las

fincas son de diferentes duefios y el volumen de trabajo en la época de recoleccién de la oliva
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es muy grande, lo que probablemente no les permita cuidar tanto las condiciones como un
productor mds pequefio. Estos aceites presentaron mayor acidez y menor contenido en
fenoles y pigmentos. La almazara 5, que pertenece a un pequeio productor sin molino propio,
produjo aceites similares a los de las almazaras 4 y 8. La almazara 6 pertenece a una empresa
grande, a la que su gran produccién le permite estandarizar muy bien sus aceites, siendo los
mas similares entre campafias. Los aceites de las almazaras 9 y 11 pertenecen a pequefios
productores, mientras que el aceite de la almazara 10 pertenece a una gran empresa, y

destaca por su alto contenido pigmentario.
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Figura 58. Andlisis de componentes principales de los aceites ecoldgicos de la variedad
Arbequina de las campafias 2009 y 2010 basado en los principales pardametros de estudio (A:
acidez; IP: indice de perdxidos; Kj3;; Ky70; Chl: clorofilas HPLC; Car: carotenoides HPLC; P:

palmitico; O: oleico; L: linoleico; T: a-tocoferol; R: estabilidad oxidativa; F: fenoles HPLC).
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Figura 59. Andlisis de componentes principales de los aceites ecoldgicos de la variedad
Arbequina de las campaiias 2009 y 2010 basado en los principales pardmetros de estudio (A:
acidez; IP: indice de peroxidos; Kjsy; Ky70; Chl: clorofilas HPLC; Car: carotenoides HPLC; P:

palmitico; O: oleico; L: linoleico; T: a-tocoferol; R: estabilidad oxidativa; F: fenoles HPLC).

6.4.8. Conclusion

En conclusidn, y de acuerdo a los parametros estudiados, podemos afirmar que la mayoria de
aceites ecoldgicos de la variedad Arbequina son de una gran calidad y comparables al aceite
convencional de la misma variedad producido en la zona. Segun las muestras analizadas, los
aceites se clasificarian en la categoria de aceite de oliva virgen extra, la de mayor calidad segln
el Reglamento Europeo vigente num. 2568/91, a excepcion de un aceite en el que se

detectaron defectos sensoriales.

No obstante, fueron detectadas diferencias entre las diferentes almazaras. En términos
globales, se podria decir que los aceites de las almazaras 1, 2 y 3 fueron los de mayor calidad,
debido a sus bajos valores de acidez, peréxidos e indices espectrofotométricos y altos valores
en la relacion MUFA/PUFA, fenoles, a-tocoferol y estabilidad oxidativa. Sin embargo, en la

evaluacion sensorial resultaron amargos y picantes.

Estas diferencias entre almazaras han sido, en la mayoria de los parametros estudiados, mas
importantes que las diferencias entre campafias. La variabilidad entre almazaras puede
deberse a factores agrondmicos y a factores de proceso, principalmente. Entre los factores
agrondomicos, diferencias en la fertilizacién, en el control de plagas, el aporte de agua o

condiciones microclimaticas diferentes, pueden haber sido definitivos para el fruto, y por tanto,
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para la calidad de su aceite. Ademds, el momento de recoleccién de las olivas, su estado
sanitario y el proceso de extraccidn del aceite, la tecnologia utilizada, y sobretodo el tiempo y
la temperatura de batido, de las diferentes almazaras podrian ser los causantes de esta
variabilidad. Esta también se observa cuando se analizan aceites de cultivo convencional
debido a las mismas razones, por lo que segun los resultados obtenidos y comparandolos con
estudios anteriores, se podria decir que las caracteristicas del aceite dependerian mas de la

almazara de produccion y de la campaiia que del tipo de cultivo.

El peso de la campafia ha sido menor de lo esperado, si se tiene en cuenta que el contenido
fendlico en frutos es altamente dependiente de las condiciones climaticas de cada afio, tal y
como se ha demostrado en el capitulo 2. Que estas diferencias sean tan evidentes en los frutos
pero no en los aceites podria ser debido a que las empresas ajustan el momento de la cosecha

y tipifican sus aceites de manera que de un afio a otro sean lo mas homogéneos posible.
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6.5. CARACTERIZACION DE ACEITES DE OLIVA DE LAS VARIEDADES EN RETROCESO NEGRAL,
VERDAL, MANCANENC, ARBRE BLANC, GROSSAL Y BECARUT DE PRODUCCION ECOLOGICA
DURANTE LAS CAMPANAS OLEICOLAS 2009/10 y 2010/11

Esta experiencia se disefié para caracterizar aceites de oliva de las variedades en retroceso
Negral, Verdal, Mancanenc, Arbre Blanc, Grossal y Becarut durante dos campafias oleicolas
consecutivas. Estas variedades fueron cultivadas mediante técnicas de produccién ecolégica en
las fincas de la empresa El Moli dels Torms, en Les Garrigues (Lleida) y fueron recolectadas
durante los meses de noviembre de 2009 y de 2010. Se dispuso de frutos de la variedad Arbre
Blanc sélo en 2009, debido a que esta variedad presenta veceria, por lo que la produccién de
los arboles en 2010 fue muy baja. Los frutos de la variedad Becarut fueron incorporados al
estudio en 2010.

6.5.1. Caracteristicas de los frutos

Los frutos se caracterizaron segun los parametros de indice de madurez, peso medio del fruto,
humedad, relacién pulpa/hueso y contenido en aceite, tal y como se muestra en la Tabla 27.
Las olivas de la variedad Grossal fueron las mas grandes en ambas campafias (4.01 g en 2009 y
4.56 g en 2010), mientras que las de la variedad Verdal fueron las mas pequeias (1.19 g en
2009 y 1.68 g en 2010). Segun el estudio llevado a cabo por Del Rio y Caballero (2008), en el
que clasificaron 112 variedades de olivas del sur de Espafia de acuerdo a sus caracteristicas
realizando un seguimiento durante 7 afios, los frutos de Negral, Verdal, Manganenc y Arbre
Blanc serian frutos de peso bajo, mientras que Grossal y Becarut serian de peso medio. Con
respecto al ratio pulpa/hueso, Mang¢anenc, Grossal y Becarut fueron las variedades con mas
alto ratio, lo que coincide con los frutos mas grandes, comparables a los frutos de Manzanilla
(7.7), Hojiblanca (6.0), Empeltre (5.3) o Picual (5.2) (Hermoso et al., 2008) . Los frutos de Verdal
fueron los de un ratio menor, similar al de los frutos de Arbequina de la zona de Les Garrigues
(4.2) (Hermoso et al., 2008). El ratio pulpa/hueso es un parametro usado para evaluar la
idoneidad comercial de los frutos para su uso como olivas de mesa, y también esta relacionado
con el contenido de aceite del fruto. Su valor, ademas de estar condicionado por la genética de
la variedad, depende de otros factores como la edad del arbol, la cantidad de frutos en el drbol,
la pluviometria o el estado de maduracion (Rallo, 1995; Tous Marti y Romero Aroca, 1993).
Segun el contenido en aceite de los frutos, expresado en base seca, la variedad Becarut obtuvo
el valor mas alto (519.32 g/kg) mientras que el mas bajo fue Arbre Blanc (359.38 g/kg). Asi, las
olivas de Becarut tendrian un buen rendimiento en aceite, superior al de otras variedades
cultivadas en Catalunya como Picual, Manzanilla, Empeltre, Blanqueta, Hojiblanca o Arbequina,

todas ellas con rendimientos por debajo del 50% en base seca (Hermoso et al., 2008).
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Tabla 27. Caracteristicas de los frutos en el momento de cosecha de las campafias 2009/10 y 2010/11.

Parametro Ao Negral Verdal Manganenc Grossal Arbre Blanc Becarut
c d c a b
Peso medio 2009 1.97 £ 0.01° (A) 1.19 + 0.05° (B) 2.05+0.14° (B) 4.01+0.02° (B) 2.3740.01 -
(g por fruto) 2010 1.86 +0.03% (B) 1.68 + 0.02° (A) 2.87 +0.11° (A) 4.56 +0.01° (A) - 3.80+0.08"
Humedad 2009 5456+0.22° (A)  46.53+0.35°(A)  49.24+0.14°(A)  49.17£0.15° (A) 48.38 +0.46" -
0,
(%) 2010 50.60 + 0.227 (B) 45.13+0.25°(B) 45.44 +0.17° (B) 48.11 +0.14° (B) - 42.29+0.23°
B 2009 5.38 £ 0.07° (A) 3.73+0.01% (B) 6.20 £ 0.01° (A) 7.22+0.07° (A) 5.44 +0.03° -
Relacion
pulpa/hueso . . . ab b
2010 4.54 +0.09° (B) 4.39+0.07° (A) 6.18 +0.31° (A) 5.78 +0.16°° (B) - 5.30+0.12
Materia grasa 2009 411 + 3°(A) 389+ 5% (B) 459 + 4° (B) 477 £25° (A) 359 + 28° -
(g aceite / kg olivas
en base seca) 2010 412 +2%(A) 457 +2° (A) 501 +2° (A) 463 +2° (B) - 519 +22°
2009 3.5 3.2 3.2 3.4 2.5 -
indice de madurez
2010 3.9 3.7 4.5 3.9 - 3.9

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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Se ha determinado la humedad de los frutos, que es un indicador del estado hidrico del cultivo.
El aporte de agua, bien por aplicacion de riego o por pluviometria, se ve reflejado en un
incremento en la humedad del fruto. Los resultados, casi todos por debajo del 50%, muestran

que se trata de frutos con una humedad tipica del cultivo de secano.

Con respecto a la comparacién entre campanas oleicolas, no se observan diferencias
significativas en estos parametros relacionados con la morfologia del fruto y los rendimientos
industriales. La humedad de los frutos fue el Unico parametro que ha sido mayor en los frutos
de 2009 que en los de 2010, hecho que podria ser debido a las lluvias de la segunda mitad de
octubre (datos de la estacion meteoroldgica de La Granadella, presentados en un anejo al final
del documento). Sin embargo, no se observa un efecto claro de la campafia en el resto de
parametros, debido a que el comportamiento fue diferente segln la variedad. Por ejemplo, en
la relacion pulpa/hueso, los valores de los frutos de Negral y Grossal fueron superiores en
2009 que en 2010, mientras que en los frutos de Verdal fueron superiores en 2010 que en

2009, y en los de Mang¢anenc no se observaron diferencias.
6.5.2. Parametros de calidad

De acuerdo con los pardmetros de calidad basicos analizados (Tabla 28), todos los aceites de
oliva estudiados podrian estar incluidos en la categoria de aceite de oliva virgen extra, debido
a que los valores de acidez, indice de peréxidos, Ky79 y K3, se encuentran por debajo de los
limites establecidos por el Reglamento Europeo 2568/91 para el aceite de oliva virgen extra.
Los valores tan bajos de acidez y perdxidos denotan un trato esmerado del fruto asi como la
aplicacién de buenas practicas de elaboracién. Asi mismo, son un indicador de que el resto de
pardmetros que se han analizado no se habran visto afectados por procesos de degradacion

del aceite.

El perfil de acidos grasos se muestra en la Tabla 29. Los acidos grasos mayoritarios en todas los
aceites fueron los acidos oleico, palmitico y linoleico, como es tipico en los aceites de oliva
(Aparicio y Harwood, 2003). Los porcentajes de los acidos grasos de todos los aceites de oliva
analizados estarian dentro del rango de valores establecido para los aceites de oliva virgen

extra segun el Reglamento Europeo 2568/91.

El perfil de acidos grasos tiene una componente varietal importante, aunque también esta muy
afectado por las condiciones climaticas de la zona de cultivo. Los aceites de las variedades
Verdal, Manganenc, Grossal, Arbre Blanc y Becarut cultivados en Les Garrigues presentan un
perfil de acidos grasos que podrian ser encuadrado dentro de los perfiles muy saludables del
aceite de oliva, caracterizados por un alto contenido en acido oleico (74.8-80.3%) y bajo
contenido en acido linoleico (4.5-7.4%). La composicion en acidos grasos de estas variedades
seria comparable a los aceites de Picual, Cacerefia, Racimilla, Negral de Aragdn, Hojiblanca,

Frantoio o Leccino (Aguilera et al., 2005; Benito et al., 2010; Gutiérrez et al., 1999; Sanchez
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Casas et al., 2003) y su contenido en acido oleico seria ligeramente superior al aceite de oliva
Arbequina de la zona de Les Garrigues, que contiene un porcentaje medio en torno a 70-74%
en acido oleico (Motilva et al., 2001; Tous et al., 1997; Tovar et al., 2001a). La climatologia de
la zona de Garrigues favorece los perfiles ricos en oleico, tal y como se observa en los estudios
publicados sobre aceites de olivas Arbequina, en los que es frecuente encontrar aceites con

proporciones de oleico mucho mas bajas, incluso por debajo del 60% (Romero Aroca, 2011).

La variedad Negral es la Unica variedad que ha presentado un perfil de acidos grasos menos
interesante, con un menor contenido en 4acido oleico (64.3-67.6%) y un mayor porcentaje de
los acidos palmitico (15.1-17.1%) y linoleico (10.4-15.1%). La composicidn en 4cidos grasos del
aceite de Negral seria mas similar a los aceites de Morisca, Verdial de Badajoz, Bodocal o
Chetoui (Benito et al., 2010; Sanchez Casas et al., 2003; Taamalli, et al., 2010).

Con respecto a la campafia, todos los valores de oleico fueron mas altos en la campafia 2010 (P
< 0.05). Algunos autores han atribuido al factor maduracién las diferencias en la proporcién de
los acidos grasos. Asi, Beltran et al. (2004) observaron que en la variedad Picual, los frutos con
mayor indice de madurez contenian mayor proporcién de acido oleico. Sin embargo, algunos
estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacién han mostrado una escasa
influencia de la madurez cuando se estdn analizando las diferencias entre frutos con indice 3 y
4; no obstante, si que se ha encontrado diferencias para aceites de la misma variedad e indice
de madurez debido a la localizacién geografica, atribuible a diferencias agroclimaticas, en
particular a las temperaturas en los meses de verano y en la disponibilidad de agua. A mayor
disponibilidad de agua y menor temperatura a finales del verano, la sintesis de acido oleico se
ve reducida y eso podria explicar que los frutos de Mancanency Negral, que de una campafia a
otra han presentado mas de un 4% de diferencia en humedad, presenten también una mayor
diferencia en el porcentaje de acido oleico entre campanias, superior al 3 % para los aceites de

Negral.

A la hora de seleccionar un aceite sobre la base de su perfil acidico, es interesante comparar
las relaciones entre las distintas fracciones (Tabla 30). Es de sobra conocido que los acidos
grasos insaturados, como el linoleico (C18:2) y el linolénico (C18:3), son mas sensibles a la
autoxidacion que los acidos grasos monoinsaturados (C18:1, acido oleico), y también es sabido
gue los acidos grasos saturados, a pesar de su estabilidad, no son interesantes desde el punto
de vista nutricional. En la Tabla 30 se presentan algunas relaciones entre las familias de acidos
para los aceites de oliva virgen, las relaciones MUFA/PUFA y oleico/linoleico. Cuanto mas alto
es el valor de estos ratios, mas estable a la oxidacion es el aceite. En el presente estudio, el
aceite con una mayor relacién MUFA/PUFA y oleico/linoleico es el de la variedad Becarut, con
valores de 16.4 y de 18.0, respectivamente; mientras que los aceites de Negral presentan un
indice bajo. No obstante, el valor de estas ratios es sélo uno mas de los factores que

determinan la estabilidad del aceite, como se explicara mas adelante.
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Tabla 28. Parametros de calidad de los aceites de oliva monovarietales de las campafias 2009/10 y 2010/11.

Parametro Aio Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
Acidez libre 2009 0.12+0.02°(A) 0.14+0.01°(A) 0.24%0.01°(A) 0.19£0.02°(A) 0.07+0.01° -

(% acido oleico) 2010 0.07 + 0.01° (B) 0.13+0.03*(A) 0.14+0.02°(B) 0.07 +0.01° (B) - 0.07 + 0.02°
indice de Peréxidos 2009 8.6+0.1°(A) 5.2+0.2°(A) 6.3+0.2° (A) 9.0£0.1°(A)  11.4%0.1° -
(meq O, / kg aceite) 2010 5.1+0.1° (B) 4.4+0.2°(B) 5.7+0.2° (A) 5.1+0.2°(B) - 5.8+0.2°

2009 0.12 £ 0.01° (A) 0.13+0.01°(B) 0.09+0.01°(A) 0.09+0.01°(B) 0.13+0.01° -
K270
2010 0.11 +0.01° (A) 0.14+0.02°(A) 0.07+0.01°(A) 0.10+0.02° (A) - 0.08 + 0.01°
2009 1.87 £0.04° (A) 1.55+0.01°(B) 1.71+0.03°(A) 1.65+0.04°(A) 1.79+0.02° -
K232
2010 1.74 +£0.02° (B) 1.82+0.02° (A) 1.712+0.04° (A) 1.52+0.06" (A) - 1.56 +0.03°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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Tabla 29A. Perfil de acidos grasos (expresados en %) determinados mediante cromatografia de gases de los aceites de oliva monovarietales de
las campafas 2009/10 y 2010/11.

Parametro Ao Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 15.1+0.1°(B) 11.6 +0.1°(A) 11.6 +0.2°(A) 9.7+ 0.1°(A) 9.0 +0.2° -
Palmitico C16:0
2010 17.1+0.1°(A) 11.3+0.1°(B) 10.2 +£0.1°(B) 8.7+£0.2°(B) - 9.7 +0.3°
2009 1.1+0.1%(A) 0.5+0.1°(A) 0.7 +0.1°(A) 0.3+0.1°(A) 0.4+0.1° -
Palmitoleico Cl16:1
2010 0.7 +0.1°(B) 0.4 +0.1°(B) 0.6+0.2°(A) 0.2+0.1°(B) - 0.6+0.1°
2009 1.7 +£0.1°(B) 1.8 +0.1°(B) 1.8+0.2°(A) 2.1+0.1°(B) 1.7+0.1° -
Estedrico C18:0
2010 2.2+0.1°(A) 2.5+ 0.1°(A) 1.8+ 0.1°(A) 3.0+0.1°(A) - 29+0.1°
2009 64.3 +0.5°(B) 75.5 +0.4°(B) 74.8+0.1°(B) 78.9+0.3°(B) 79.3 £0.6° -
Oleico C18:1
2010 67.6 +0.6°(A) 76.0 £ 0.2°(A) 77.1+0.6°(A) 80.3+0.4°(A) - 79.6 +0.1°
2009 15.1+0.1°(A) 7.4+0.1°(A) 7.2+0.1°(A) 5.7+0.2°(A) 6.3+0.2° -
Linoleico C18:2
2010 10.4 +0.2° (B) 7.4+0.1°(A) 7.2+0.2°(A) 5.1+0.1°(B) - 45+0.1°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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Tabla 29B. Perfil de acidos grasos (expresados en %) determinados mediante cromatografia de gases de los aceites de oliva monovarietales de
las campafias 2009/10 y 2010/11.

Parametro Aio Negral Verdal Manganenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 0.4+0.1°(A) 0.4+0.1° (A) 0.4+0.1° (A) 0.4+0.2° (A) 0.4+0.1° -
Araquidico C20:0
2010 0.4+0.1°(A) 0.4+0.1° (A) 0.4+0.1° (A) 0.4+0.1° (A) - 0.4+0.1°
2009 0.3+0.1° (A) 0.3+0.1° (A) 0.4+0.1° (A) 0.3+0.1° (A) 0.4+0.1° -
Eicosenoico C20:1
2010 0.2+0.1°(B) 0.3+0.1° (A) 0.4+0.1° (A) 0.3+0.1° (A) - 03+0.1°
2009 0.1+0.02° (A) 0.1+0.02° (A) 0.1+0.02° (A) 0.1+0.02° (A) 0.1 +0.05° -
Behénico C22:0
2010 0.1+0.03%(A) 0.1+0.03% (A) 0.1£0.02° (A) 0.1+0.01° (A) - 0.1+0.06°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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Tabla 30. Caracteristicas del perfil de acidos grasos de los aceites de oliva monovarietales de las campafias 2009/10 y 2010/11.

Parametro Ao Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 17.4+0.1° (B) 13.9+0.4° (A) 14.0 +0.1° (A) 12.3+0.1°(A) 11.2+0.2°(A) -
SAF
2010 19.8 £0.2° (A) 14.4 +0.6° (A) 12.5+0.1% (B) 12.2+0.1° (A) - 13.1+0.1°(A)
2009 15.7 +0.1° (A) 8.0+0.1° (A) 7.8+0.1° (A) 6.4+0.1°(A) 7.0+ 0.2°(A) -
PUFA
2010 10.9 £ 0.4° (B) 7.9+0.2° (A) 7.7+0.1°(A) 5.7+0.1° (B) - 4.9+0.1° (A)
2009 65.7 +0.1% (B) 76.3+0.1° (B) 75.9 +0.2° (B) 79.5+0.1° (B) 80.1+0.1% (A) -
MUFA
2010 68.5+0.1° (A) 76.7 £0.1° (A) 78.1+0.6° (A) 80.9+0.1% (A) - 80.4+0.2° (A)
2009 4.3+0.2°(B) 10.3£0.2°(A) 10.4+0.1°(B) 13.9+0.1° (B) 12.9+0.4° (A) -
OLEICO/LINOLEICO
2010 6.5+0.1°(A) 10.3 +0.1% (A) 10.7 £0.2° (A) 16.0 + 0.2° (A) - 18.0+0.1° (A)
2009 4.2+0.2° (B) 9.6+0.1°(A) 9.8+0.1°(B) 12.5+0.1° (B) 11.6 +£0.3° (A) -
MUFA/PUFA
2010 6.31£0.2°(A) 9.7+0.1°(A) 10.2£0.1°(A) 14.4+0.1° (A) - 16.4+0.1° (A)

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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6.5.3. Perfil pigmentario

El color del aceite de oliva, que es uno de los criterios que tiene en cuenta el consumidor en su
eleccién del producto, es determinado por su contenido en clorofilas y carotenoides. En este
trabajo, se ha llevado a cabo la caracterizacién del perfil pigmentario de los aceites de las

variedades estudiadas, tal y como se muestra en la Tabla 31.

Observando el contenido total en pigmentos de los aceites (Tabla 31), se comprueba que los
aceites mas pigmentados fueron los de las variedades Arbre Blanc (35.78 mg/kg) y Verdal
(20.81 mg/kg) en 2009 y Becarut (22.10 mg/kg) en 2010. El menos pigmentado en ambas
campafias fue el de la variedad Grossal, con 4.19 mg/kg en 2009 y 1.69 mg/kg en 2010. Todos

los aceites contuvieron una mayor cantidad de pigmentos en 2009 que en 2010 (P < 0.05).

De acuerdo al trabajo llevado a cabo por Gandul-Rojas et al. (1996a), en el que determinaron
los perfiles pigmentarios de numerosos aceites monovarietales, Arbre Blanc podria
considerarse un aceite de alta pigmentacion, ya que contendria una cantidad similar de
pigmentos a los aceites de oliva mas pigmentados en dichos estudios, entre ellos un aceite
Picual, con 37.60 mg/kg. Comparando con el estudio de Cerretani et al. (2008) también
guedaria clasificado como aceite de alta pigmentacién, al mismo nivel que el aceite de
Ghiacciolo que contiene 30.40 mg/kg. El contenido pigmentario de los aceites de las
variedades Verdal, Arbre Blanc y Becarut seria superior al del aceite de la variedad Arbequina
de la zona de Les Garrigues, que fue de 3.46-9.77 mg/kg en la campafia 2002/2003 y de 2.27-
9.58 mg/kg en la 2003/2004 (Criado et al., 2008), mientras que los aceites de Negral,
Mang¢anenc y Grossal tendrian un contenido similar. Por tanto, los aceites de Becarut y Arbre
Blanc podrian ser aceites candidatos, si el resto de pardmetros y atributos sensoriales lo

permiten, a formar parte de coupages con los de Arbequina para reforzarle el color.

Con respecto al contenido clorofilico, todos los aceites contuvieron mayor concentracion de
pigmentos clorofilicos en 2009 que en 2010 (P < 0.05). Segun las variedades, los aceites con un
mayor contenido en pigmentos clorofilicos fueron los de las variedades Arbre Blanc (17.71
mg/kg) y Verdal (8.58 mg/kg) en 2009 y Becarut (8.52 mg/kg) en 2010. Grossal fue la variedad
cuyo aceite mostré un menor contenido en pigmentos clorofilicos en ambas campaiias, 4.62
mg/kg en 2009 y 0.71 mg/kg en 2010.

En el contenido en pigmentos carotenoides, el efecto de la campafia no siguié una tendencia
homogénea para todas las variedades. Los aceites de las variedades Verdal y Grossal
mostraron un mayor contenido en carotenoides en 2009, mientras el aceite de Mang¢anenc
mostré un contenido mayor en 2010 y no se encontraron diferencias en el contenido
carotenoide entre campanas en el aceite de Negral. Comparando entre variedades, el aceite
mas rico en pigmentos carotenoides fue el de Arbre Blanc (18.07 mg/kg) y el de Verdal (12.24
mg/kg) en 2009 y el de Becarut (13.58 mg/kg) en 2010.
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En cuanto al estudio detallado de cada uno de los pigmentos mayoritarios en ambas fracciones
han sido identificados los compuestos clorofila-a, feofitina-a, feoférbido-a y clorofila-b en la
fraccion clorofilica. No se detectaron en ninguno de los aceites ni clorofilidas ni feofitina-b. La
fraccién carotenoide puede ser dividida en dos grupos, los carotenos y las xantofilas. Ambos
grupos son los responsables de los colores amarillo, naranja y rojo de los frutos,
encontrandose en todos los tejidos fotosintéticos, como las clorofilas. El caroteno identificado
fue B-caroteno, mientras que en el grupo de las xantofilas, se identificaron neoxanteno,
violaxanteno, luteoxanteno, anteraxanteno, luteina, B-criptoxanteno y las formas esterificadas
de violaxanteno y neoxanteno. El pigmento mutatoxanteno no fue detectado en ninguna de

las muestras.

Los pigmentos clorofilicos pueden ser divididos en dos grupos: clorofila-a y sus derivados y
clorofila-b y sus derivados. En todas las muestras estudiadas, fue mayor el grupo de clorofila-a,
representando entre el 90-98% del total del contenido clorofilico, mientras el grupo de
clorofila-b representé sélo entre un 2-10%. En términos generales, las plantas tienen un
contenido mayor en clorofila-a que en clorofila-b, con una relaciéon aproximada de 3:1
(Schwartz y Lorenzo, 1990). Sin embargo, si comparamos las proporciones obtenidas en otros
estudios en aceites de oliva, el porcentaje de clorofila-a y sus derivados es también mayor
(mas de un 85%) que el del grupo de clorofila-b y sus derivados, tal y como sucede en nuestros
resultados. (Criado et al.,, 2004; Criado et al., 2008; Cerretani et al., 2008; Gandul-Rojas y
Minguez-Mosquera, 1996; Giuffrida et al., 2007).

En todos los aceites, el pigmento clorofilico mas abundante fue la feofitina-a o su precursor, la
clorofila-a. El contenido de uno u otro fue diferente dependiendo de la variedad y de la
campana. El aceite de Verdal fue el Unico que presentd una mayor concentracidn de clorofila-a
que de feofitina-a en ambas campafas. Los aceites de Negral, Mancanenc y Grossal
contuvieron mas feofitina-a que clorofila-a en 2009, y a la inversa en 2010. Gandul-Rojas y
Minguez-Mosquera (1996) determinaron que el pigmento mayoritario fue feofitina-a en todos
los aceites estudiados de siete variedades, representando un 44-58% del contenido total
pigmentario. Sin embargo, nuestros resultados estarian mas de acuerdo con los obtenidos en
un estudio posterior del mismo grupo de investigacién, en el que Gallardo-Guerrero et al.
(2005), ademas de ratificar que el contenido pigmentario depende en gran medida de la
variedad de la oliva, identificaron mayor nimero de pigmentos, entre ellos clorofilas a y b. Asi,
observaron que en los aceites de las variedades Arbequina y Hojiblanca, el contenido en
clorofila-a era mayor que el de feofitina-a, mientras que en los aceites de Cornicabra y Picual,

sucedia al contrario.
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Tabla 31A. Perfil pigmentario (expresado en mg/kg aceite) determinado mediante HPLC-DAD de los aceites de oliva monovarietales de las

campafias 2009/10y 2010/11.

Parametro Afo Negral Verdal Manganenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 1.97 +£0.01° (B) 5.64 +0.01° (A) 0.09 +0.01% (B) 0.03 £0.01° (A) 2.45+0.03° -
Clorofila-a
2010 2.50 + 0.08° (A) 3.03+£0.01° (B) 2.52 +0.01° (A) 0.38+0.12°(A) - 3.00 +0.01°
2009 3.98 +0.02° (A) 2.25+0.06° (A) 4.18 +0.04° (A) 1.54+0.01° (A) 13.56 +0.13° -
Feofitina-a
2010 0.89 +0.01° (B) 0.42 +0.02% (B) 0.67 £ 0.02° (B) 0.27 £ 0.04° (B) - 4.77 £0.10°
2009 nd nd nd nd nd -
Feofdrbido-a
2010 nd" nd" nd® nd” - 0.15 +0.02°
2009 0.37 £ 0.01° (A) 0.69 + 0.02° (A) 0.30 +0.02% (A) 0.04 £0.01° (B) 1.66 +0.01° -
Clorofila -b
2010 0.23 +0.01° (B) 0.24 +0.02° (B) 0.23 +0.01° (B) 0.07 £ 0.01° (A) - 0.61+0.02°
2009 6.32+0.02° (A) 8.58 +0.08° (A) 4.57 £ 0.04° (A) 1.62 £ 0.02° (A) 17.7140.06° -
Clorofilas totales
2010 3.61+0.10° (B) 3.69+0.23° (B) 3.41+0.05° (B) 0.71+0.17° (B) - 8.52 +0.06°
2009 0.12 +0.01% (A) 0.23 +0.01° (A) 0.14 £ 0.01° (A) 0.01 +0.00° (B) 0.39 +0.03° -
Neoxanteno
2010  0.09+0.01°(B) 0.19+ 0.03° (A) 0.17 £ 0.01° (A) 0.04 +0.01° (A) - 0.55 + 0.06°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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Tabla 31B. Perfil pigmentario (expresado en mg/kg aceite) determinado mediante HPLC-DAD de los aceites de oliva monovarietales de las
campafias 2009/10y 2010/11.

Pardmetro Afo Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 0.70 £ 0.01° (A) 1.70 +0.01° (A) 0.85 + 0.01° (A) 0.12 +0.01% (A) 2.69 £ 0.16° -
Violaxanteno
2010 0.52 +0.02° (B) 0.40 +0.02° (B) 0.51 +0.01° (B) 0.04 +0.01% (B) - 0.96 +0.03°
2009 0.03+0.01° (A) 0.07 £0.01° (A) 0.05 +0.01° (A) nd’ 0.11 +0.01° -
Luteoxanteno
2010 nd®(B) 0.01+0.00° (B) nd*(B) nd* - 0.03+0.01°
2009 0.15 +0.02° (B) 0.25 +0.02° (B) 0.09 +0.01% (B) nd®(B) 0.32 +0.01° -
Anteraxanteno
2010 0.50 £ 0.02° (A) 0.39 +0.03% (A) 0.43 £ 0.01° (A) 0.06 + 0.01° (A) - 0.85 +0.02°
2009 3.36+0.01° (A) 3.58+0.03° (A) 2.75+0.01°(B) 2.05+0.02° (A) 10.96 +0.16° -
Luteina
2010 2.91+0.12°(A) 3.224+0.16™ (A) 3.4140.01° (A) 0.48 +0.03% (B) - 10.18 +0.03°
2009 0.07 £ 0.01° (A) 0.15 +0.01° (A) 0.01 +0.00° (B) 0.03 +0.01% (A) 0.17 +0.02° -
B-criptoxanteno
2010 0.07 £ 0.01° (A) 0.05 +0.01° (B) 0.09 +0.01° (A) nd® (B) - 0.10 +0.02°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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Tabla 31C. Perfil pigmentario (expresado en mg/kg aceite) determinado mediante HPLC-DAD de los aceites de oliva monovarietales de las
campafias 2009/10y 2010/11

Pardmetro Afo Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 0.04 +0.01° (A) 0.64 +0.04° (A) 0.04 +0.01° (B) nd° 0.11+0.01° -
Violaxanteno
terificad a ¢
MONOESLENTCado 5010 0.05+0.01° (A) 0.28+0.01° (B) 0.05 +0.01° (A) nd ; 0.03+0.01°
2009  0.05+0.01“(B) 0.56 + 0.04° (A) 0.07 £ 0.00° (A) nd* 0.18 +0.01° -
Neoxanteno
esterificado c
2010 0.10 +0.01° (A) 0.47 +0.02° (A) 0.06 + 0.00° (B) nd - 0.10 +0.05°
2009 1.26 +0.03° (B) 5.03 +0.09° (A) 0.85 +0.01% (A) 0.34+0.01° (A) 3.13+0.01° -
[-caroteno
2010 1.36 £ 0.04° (A) 4.80 +0.19° (B) 0.32 +£0.02° (B) 0.37 £ 0.03% (A) - 0.82 +0.01°
. 2009 5.77 £0.02° (A) 12.24 +£0.11° (A) 4.84 +0.01° (B) 2.58 £ 0.01° (A) 18.07 £ 0.06° -
Carotenoides
totales c b d e a
2010 5.58 £ 0.15° (A) 9.80+0.16" (B) 5.05+0.01° (A) 0.97 +£0.02° (B) - 13.58 £ 0.09
2009  12.08+0.04° (A) 20.81 +0.18° (A) 9.41+0.05° (A) 4.19 +0.03° (A) 35.78 £0.12° -
Pigmentos totales
2010 9.19 + 0.24° (B) 13.48 + 0.38"° (B) 8.46 +0.01° (B) 1.69 + 0.19° (B) . 22.10 £ 0.04°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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El pigmento feofdérbido-a se origina por actividad clorofilasa y fue propuesto como marcador
varietal debido a que sélo habia sido detectado en aceites de algunas variedades concretas. En
primer lugar, fue detectado en aceite de la variedad Arbequina (Criado, 2005; Gandul-Rojas y
Minguez-Mosquera, 1996a). Posteriormente se ha detectado en las dos variedades italianas
Ghiacciolo and Sant’Agatese (Cerretani et al., 2008) y en la variedad Sikitita, derivada del cruce
entre las variedades Picual y Arbequina (Roca et al., 2011). En nuestro estudio se confirma que
se trata de un pigmento poco frecuente en aceites de oliva ya que solamente ha sido

detectado en el aceite de Becarut con una concentracion de 0.15 mg/kg.

La presencia de las formas esterificadas de violaxanteno y neoxanteno esta relacionado con la
carotenogénesis, que es la sintesis de novo de pigmentos carotenoides en el fruto en el
momento en que se esta produciendo la degradacion de tanto los pigmentos clorofilicos como
carotenoides. Se identificaron xantofilas esterificadas en los aceites de todas las variedades,
excepto en el aceite de Grossal. La presencia de xantofilas esterificadas se ha relacionado con
altos contenidos de sus precursores, violaxanteno y neoxanteno (Gandul-Rojas et al., 1999). En
el presente estudio, cabe destacar la concentracidon de xantofilas esterificadas comparado con
sus precursores en el aceite de la variedad Verdal, ya que en ambas campaiias, el contenido en
neoxanteno esterificado fue 2.5 veces el contenido en neoxanteno. La forma esterificada de
violaxanteno solo se ha detectado hasta el momento en los aceites de las variedades
Arbequina y Sikitita en Espafia (Criado et al., 2004; Gandul-Rojas y Minguez-Mosquera, 1996a;
Roca et al., 2011). El neoxanteno esterificado fue identificado por primera vez por Gandul-
Rojas y Minguez-Mosquera (1996) en aceite de Arbequina y posteriormente se ha cuantificado
en los aceites de las variedades italianas Cerasuola, Nocellara del Beloce y Biancolilla (Giuffrida
et al., 2007). Para la confirmacidn de la carotenogénesis en los frutos de las variedades Negral,
Verdal, Arbre Blanc, Man¢anenc y Becarut, tal y como indica la presencia de las xantofilas
esterificadas en estas variedades, se deberia hacer un trabajo de seguimiento del contenido
pigmentario durante la maduracién del fruto. Esta esterificacion de carotenoides con acidos
grasos juega un papel importante en su estabilidad (Gross, 1991) y mejora su biodisponibilidad

cuando estos son ingeridos (Parker et al., 1999).

Las relaciones entre diferentes pardmetros de la fraccién pigmentaria se han propuesto como
diferenciadores varietales. Asi, en la bibliografia son frecuentes las relaciones

clorofilas/carotenoides, % de luteina y % de B-caroteno (Tabla 32).
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Tabla 32. Parametros relacionados con la fraccién pigmentaria y coordenadas de color CIELAB en aceites de oliva monovarietales de las

campafias 2009/10y 2010/11.

Parametro Afo Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
Relacién clorofilas 2009 1.10+0.03° (A) 0.70+0.03° (A) 0.95 +0.01° (A) 0.63+0.01° (B) 0.98+0.02° -
/carotenoides 2010 0.65 + 0.01° (B) 0.38 +0.01% (B) 0.68 + 0.06" (B) 0.73+0.02° (A) - 0.63+0.01°
2009 27.81+0.06° (B) 41.12 +£0.36° (B) 17.42 £0.11°(A) 13.25+0.17°(B) 17.34 +0.00° -
% B-caroteno
2010 24.44+0.12° (A) 49.01 + 0.39° (A) 6.53 +0.01° (B) 37.28 4 0.69° (A) - 6.11 +0.04°
2009 58.20 +0.10° (A) 29.30 +0.20° (B) 56.85 + 0.15° (B) 79.45 +0.357 (A) 60.70 + 0.70° -
% luteina
2010 52.15 + 0.05° (B) 32.85+0.05° (A) 67.55 + 0.25° (A) 49.65 + 0.55% (B) - 74.95 +0.35°
2009 86.71+0.01° (A) 84.34 +0.24° (A) 87.33+2.27°(A)  91.296 + 0.154° (B) 78.82 £0.31° -
L*
2010 84.52 +0.05° (B) 84.99 +0.03° (A) 92.04 + 0.06° (A) 93.12 +0.05% (A) - 78.97 +0.43°
2009 -1.53 +0.01° (B) 1.76 £0.05° (B) -3.23+0.46° (A) -3.42 £0.02° (A) 1.25 +0.03° -
a*
2010 -1.22 +0.04° (A) 2.69 +0.08° (A) -5.47 +0.03° (B) -4.43 +0.03° (B) - -1.33+0.01°
2009 96.47 +0.08° (B) 127.52 +£0.27% (A) 82.33 +1.34° (A) 63.90 + 0.02° (A) 121.20 + 0.40° -
b*
2010 109.27 £ 0.09° (A) 124.62 +0.13% (B) 60.64 + 0.09° (B) 60.65 + 0.01° (B) - 93.39 +0.49°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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La ratio clorofilas/carotenoides se utiliza como pardametro para evaluar la autenticidad de los
aceites de oliva virgenes independientemente de la variedad y del estado de madurez (Gandul-
Rojas et al., 2000). Todos los aceites del presente estudio estarian dentro del valor propuesto
por estos autores para la relacién, entre 0.53 y 1.40, excepto el aceite de la variedad Verdal en
2010, en que la relacién fue inferior (0.38). Sin embargo, algunos autores han determinado
valores diferentes para esta relacion a los propuestos por Gandul-Rojas et al. (2000), como en
el estudio de Criado et al. (2008), en que el valor de la relacidn para aceites de oliva de la
variedad Arbequina de Les Garrigues fue mads bajo, de 0.33 a 0.96. En aceites no espaioles, se
han determinado valores superiores a 1.40 en aceites de Coratina, Koroneiki y Biancolilla, e

inferiores a 0.53 en aceites de Ghiacciolo (Aparicio-Ruiz et al., 2009; Cerretani et al., 2008).

También se ha determinado el porcentaje de B-caroteno respecto al contenido en
carotenoides totales. En aceites espafioles, este porcentaje se situa entre el 5 y el 20%,
mientras que en aceite de Arbequina, este porcentaje es superior, del 16 al 30% (Criado et al.,
2007a; Gandul-Rojas et al., 2000). En nuestro estudio, el aceite de Verdal mostré porcentajes
mas altos de B-caroteno (41% en 2009 y 49% en 2010) y también Grossal en 2010 (37%). Estos
valores tan altos son mas similares a aceites de oliva no espanoles de las variedades Biancolilla,
Nocellara del Beloce, Coratina and Koroneiki, que mostraron valores superiores al 37%
(Aparicio-Ruiz et al., 2009; Cerretani et al., 2008).

Segun el porcentaje de luteina respecto al contenido en carotenoides totales, todos los aceites
estarian dentro del rango propuesto por Gandul Rojas et al. (2000) (51-87%), excepto el aceite
de Verdal, cuyos valores fueron mas bajos (29% en 2009 y 33% en 2010), y el aceite de Grossal
en 2010 (50%), debido a su alto contenido en B-caroteno, como se ha explicado anteriormente.
Valores mas bajos han sido determinados también en los aceites de Coratina (39%), Koroneiki
(37%), Ghiacciolo (40-69%), Giarraffa (40%), Sant’Agatese (41%), Biancolilla (27-35%) y
Nocellara del Beloce (30-33%) (Aparicio-Ruiz et al., 2009; Cerretani et al., 2008).

Con respecto al color, se determinaron las coordenadas L*, a* y b* de los aceites, tal y como se
muestra en la Tabla 32. La coordenada L* mostrd valores entre 79 y 93, correspondiendo
valores de L* mas bajos con los aceites mas pigmentados (Criado et al., 2004). Estos valores
son similares a los obtenidos en aceites de otras variedades (Minguez-Mosquera et al., 1991).
Por otra parte, los aceites de las variedades Verdal y Arbre Blanc mostraron valores positivos
muy bajos del pardmetro a* y muy altos en el parametro b*. Los valores bajos de a* son
habituales, aunque mas frecuentes en el cuadrante positivo; sin embargo, los valores altos de
b* no son tan frecuentes en la bibliografia. Los aceites del presente estudio muestran valores
de b* para los aceites de Negral, Verdal, Arbre Blanc y Becarut son incluso superiores a 100, en
particular los de Arbre Blanc y Verdal, préximos a 120. Se ha verificado si se cumplen las
correlaciones que previamente han sido encontradas en otros trabajo con aceites de diversos

origenes, y efectivamente, tal y como se detalla en la Tabla 33, la coordenada b* muestra una
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buena correlacion significativa (P<0.01) con los pigmentos carotenoides, asi como con la

coordenada a*.

Tabla 33. Matriz de correlacién entre las coordenadas de color y los pigmentos totales

L* a* b* Pig clorofilicos Pig carotenoides
L* 1 -0.5949 -0.2554 -0.5773 -0.5631
(0.0911) (0.5072) (0.1036) (0.1144)
a* 1 0.8829 0.6528 0.9101
(0.0016) (0.0566) (0.0007)
b* 1 0.5274 0.8421
(0.1445) (0.0044)
Pigmentos clorofilicos 1 0.6446
(0.0609)
Pigmentos carotenoides 1

Numeros entre paréntesis se refieren al nivel de significacién de la correlacion

6.5.4. Perfil fendlico

El contenido en fenoles totales determinado mediante el reactivo de Folin-Ciocalteau es un
método muy utilizado debido a su simplicidad y rapidez. Los resultados del contenido total
fendlico, expresado en mg de acido cafeico/kg de aceite, se muestran en la Tabla 34. El aceite
de la variedad Verdal fue el que mostré un mayor contenido en fenoles en ambas campafias,

434 mg/kg y 516 mg/kg en 2009 y 2010, respectivamente.

Sin embargo, la principal limitaciéon que tiene la cuantificacién mediante el reactivo de Folin-
Ciocalteau es su baja selectividad, debido a que algunos compuestos como azlcares, aminas
aromaticas, diéxido de azufre, acido ascérbico y otros enedioles, reductonas y acidos organicos
interfieren en la reacciéon (Prior et al., 2005).Por tanto, para conseguir una caracterizacion mas
detallada de la fraccion fendlica de los aceites monovarietales, se realizé la determinacién del
perfil fendlico por HPLC-DAD. Las concentraciones obtenidas de los compuestos fendlicos,
expresadas en mg/kg de aceite, durante las dos campanias de estudio, se muestran en la Tabla
35.
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Tabla 34. Estabilidad oxidativa y contenido total de algunos compuestos antioxidantes de los aceites de oliva monovarietales de las campanfas

2009/10y 2010/11.
Parametro Aio Negral Verdal Manganenc Grossal Arbre Blanc Becarut
+0.1¢ +0.4° +0.1° +0.1° +0.1° -
Estabilidad oxidativa  29°° 10.9 +£0.1° (B) 17.4 +0.4° (B) 14.2 +0.1° (A) 12.4+0.1°(B) 11.0+0.1
h
(h) 2010 13.8+0.1%(A) 22.4+0.3° (A) 12.9+0.1° (B) 18.5+0.7° (A) - 16.3 +0.2°
a-tocoferol 2009 130.5+1.5°(A) 192.0 £4.0° (A) 121.0+4.0°(A) 186.0£0.0" (B) 223.5+15° -
(mg/kg aceite) 2010 128.5 + 1.5° (A) 185.0 £ 0.0° (A) 138.0 £3.0 (A) 216.5 + 1.5% (A) - 158.5 £0.5°
Fenoles totales 2009 360.5 + 8.5" (A) 433.5+4.5° (B) 271.5+0.5°(A) 237 +1.0° (B) 174.0 + 1.50° -
(mg acido cafeico/kg . .
aceite) 2010 200.0 + 4.0° (B) 515.5+11.5" (A) 166.5 + 4.5° (B) 290.5+ 3.5 (A) - 220.0+3.0°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedade
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Tabla 35A. Perfil fendlico (expresado en mg/kg de aceite) determinado mediante HPLC-DAD de aceites de oliva monovarietales de las
campafias 2009/10y 2010/11.

Parametro Afo Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 1.47 +0.04° (A) 1.15 +0.03° (A) 0.36 +0.04° (A) 1.70 +0.03° (A)  1.41+0.04° -
Hidroxitirosol
2010 0.29 +0.05° (B) 0.55 +0.03" (B) 0.19 + 0.04° (A) 0.61+0.01° (B) - 0.15 +0.02°
2009 3.94+0.07° (A) 1.87 +0.05° (A) 0.48 +0.02° (B) 4.08 +0.08° (A)  2.49+0.02°
Tirosol
2010 2.52+0.07° (B) 1.89 + 0.05° (A) 0.71 +0.04° (A) 3.56+0.03° (B) - 1.44 +0.05°
2009 5.41+0.11° (A) 3.02 + 0.08° (A) 0.85+0.06 (A) 5.78 +0.11° (A)  3.90+0.03° -
Alcoholes fenilicos
2010 2.82 +0.08" (B) 2.44 +0.07° (B) 0.89 +0.03° (A) 4.17 +0.04° (B) - 1.59 +0.03°
2009 0.51 +0.02° (A) 0.95 +0.02° (A) 0.39+0.02° (A) 0.35+0.01° (B)  0.58+0.01° -
Acido vainillico
2010 0.25 +0.02° (B) 0.45 +0.01° (B) 0.12 +0.01° (B) 0.57 £0.04° (A) - 0.15+0.01°
2009 0.24 +0.02° (A) 0.63 +0.01° (A) 0.47 +0.01° (B) 0.23 +0.02° (B)  0.29+0.01° -
Vainillina
2010 0.41+0.06° (A) 0.39+0.01° (B) 0.64 +0.02° (A) 0.39+0.01° (A) - 0.36+0.01°
2009 nd ¢ (B) 0.30+0.02° (A)  0.11£0.01° (A 0.65 + 0.00° ()  0.63+0.03°
Acido p-cumarico
2010 0.25 +0.02° (A) 0.17 +0.01° (B) 0.17 +0.02° (A) 1.75+0.01° (A) - 0.89 +0.02°
2009 0.74 £0.03° (A) 1.86 + 0.04° (A) 0.97 +0.01° (A) 1.23+0.03° (B) 1.49 +0.02° -
Acidos fendlicos
2010 0.91+0.10° (A) 0.99 £0.02° (B) 0.93 +£0.05° (A) 2.71£0.09° (A) - 1.38+0.02°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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Tabla 35B. Perfil fendlico (expresado en mg/kg de aceite) determinado mediante HPLC-DAD de aceites de oliva monovarietales de las campafas

2009/10y 2010/11.
Pardametro Afio Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 60.93 £ 0.58° (A) 31.60 +4.79° (A) 67.81+0.20° (B) nd* (A)  10.11+0.58°
3,4-DHPEA-AC
2010 52.31+0.29° (B) 14.79 £ 0.28° (A)  101.80+1.59" (A) nd® (A) - 3.60+0.15°
2009 866.74+24.66° (A) 1200.92+34.19° (B) 529.85+1.52° (A) 225.85+5.36° (B) 235.18 +0.04° -
3,4-DHPEA-EDA
2010 614.42+2532° (B) 1376.71+10.26° (A) 435.84+9.87° (B) 608.39+4.77° (A) - 490.97 +17.04°
2009 168.65 +5.12° (A) 544.59+15.83° (B) 107.21+8.24° (A) 288.69+16.99° (A) 198.49 +3.30° -
3,4-DHPEA-EA
2010 94.86 +7.67° (B) 640.79 + 1.83° (A) 87.74 +0.90° (A)  316.86+16.02° (A) - 93.80+0.17°
2009 80.89 + 0.94° (A) 232.75 £ 4.55° (A) 101.85+0.46° (A) 127.13+254° (B)  77.59 +0.03° -
p-HPEA-EDA
2010 98.30 + 6.30° (A) 245.85 + 2.55° (A) 65.75 + 1.05° (B)  190.50+1.60°  (A) - 138.35 + 4.65°
2009 95.38 +2.03° (A) 83.41+2.37° (B) 8.16+0.12° (A) 28.21+0.95° (B)  16.48 +0.38° -
p-HPEA-EA
2010 20.48 +3.02° (B) 121.63 £0.27° (A) 6.08 +0.79° (A) 92.44 +2.93° (A) - 33.25 £ 0.66°
Derivad 2009 1272.57+33.32° (A) 2093.26+61.72° (B) 814.87+6.19° (A) 669.87+23.93" (B) 537.85+4.26° -
erivaaos
secoiridoides c a d b d
2010 880.38+42.02° (B) 2399.77+14.09° (A) 697.18+10.82° (B) 1208.18+25.31° (A) - 759.96 + 20.72

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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Tabla 35C. Perfil fendlico (expresado en mg/kg de aceite) determinado mediante HPLC-DAD de aceites de oliva monovarietales de las campafias

2009/10y 2010/11.
Pardametro Afio Negral Verdal Mang¢anenc Grossal Arbre Blanc Becarut
2009 13.39+0.31° (B) 34.63 + 0.95° (A) 14.61+0.08° (A) 22.16 +0.40° (8) 11.62+0.06° -
Lignanos
2010 17.35+0.75° (A) 34.15 + 0.05° (A) 10.70+0.50° (B) 33.10 + 0.10° (A) - 19.60 + 0.10°
2009 2.27 £0.05° (B) 3.46+0.06° (A) 1.48 +0.03° (A) 3.58 £0.03° (A) 2.18£0.01° -
Luteolina
2010 2.63 +0.04° (A) 1.98 +0.01% (B) 1.17 £ 0.07° (B) 2.15+0.13° (B) - 1.86 + 0.09°
2009 0.82 +0.02° (B) 0.95 £ 0.04° (A) 0.61+0.03° (A) 2.11+0.01° (A) 1.80 +0.01° -
Apigenina
2010 1.34+0.03° (A) 0.51 + 0.04° (B) 0.51+0.01° (A) 1.00 £ 0.03° (B) - 0.82 £0.02°
2009 3.10 £ 0.07° (B) 4.41+0.04° (A) 2.08 £ 0.05° (A) 5.69 + 0.02° (A) 3.98+0.12° -
Flavonoides
2010 3.97 +0.07° (A) 2.49+0.01° (B) 1.68 +0.08° (B) 3.15+0.16° (B) - 2.68+0.10°
Suma fenoles 2009 1295.20+33.21° (A) 2137.18+62.75° (B) 833.36+6.26° (A) 704.72+24.26° (B) 558.83+4.27° -
(HPLC) 2010 905.41+43.01° (B) 2439.84+14.24° (A) 711.36+11.47° (B) 1251.30+25.22° (A) - 785.20 + 20.71°

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre campafias.

Diferentes letras minusculas diferencias significativas (P<0.05) entre variedades
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RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar, desde el punto de vista cualitativo, todos los aceites tuvieron un perfil
fendlico similar. Los compuestos identificados y cuantificados fueron los mismos en todas las
muestras, excepto en los aceites de Grossal y Becarut, en las que no se detectd el compuesto
3,4-DHPEA-AC.

Sin embargo, si se observan importantes diferencias en la cuantificacion de los compuestos
fendlicos, tanto entre variedades como en campafias. Los compuestos cuantificados en las
muestras se han clasificado en cinco grupos: secoiridoides y derivados, alcoholes fenilicos,
acidos fendlicos, lignanos y flavonoides. Los compuestos secoiridoides y derivados fue el grupo
mayoritario en todos los aceites analizados, representando el 95-98% del contenido fendlico

total.

Los derivados secoiridoides, aunque estan presentes en el fruto, se forman mayoritariamente
durante el proceso de extraccidn del aceite a partir de oleuropeina y ligustrésido de la oliva.
Los derivados secoiridoides cuantificados fueron 3,4-DHPEA-EA, 3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA-EA,
p-HPEA-EDA y 3,4-DHPEA-AC. En todos los aceites, el compuesto secoiridoide mayoritario fue
el 3,4-DHPEA-EDA, excepto en el aceite de Grossal de 2009, en el que el mayoritario fue 3,4-
DHPEA-EA. El aceite de Verdal fue el mas rico en estos dos compuestos en ambas campanas,
con 1201 y 1377 mg 3,4-DHPEA-EDA/kg y con 545 y 641 mg 3,4-DHPEA-EA/kg en 2009 y 2010,
respectivamente. En todos los aceites, mas del 75% del contenido en derivados secoiridoides
estuvo formado por 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-AC, en cuya molécula se
encuentra el hidroxitirosol. Se trata de un compuesto en cuya estructura hay dos grupos
hidroxilo unidos al anillo aromatico, posee una mayor actividad antioxidante que los
compuestos que contienen tirosol, que solo poseen un grupo hidroxilo unido al anillo
aromatico (Baldioli et al., 1996; Carrasco-Pancorbo et al., 2005; Gennaro et al., 1998; Suarez et
al.,, 2009). Por tanto, cuanto mas ricos son los aceites en este tipo de compuestos, mas
capacidad antioxidante muestran. Ademds, algunos estudios in vitro apuntan que los
compuestos 3,4-DHPEA-EDA vy 3,4-DHPEA-EA protegen los glébulos rojos de la hemdlisis
oxidativa (Paiva-Martins, 2009, 2010) y los compuestos 3,4-DHPEA-EA e hidroxitirosol han sido
asociados con la inhibicion neurodegenerativa, y a consecuencia, con la reduccién del riesgo
de sufrir Alzheimer o demencias relacionadas (Daccache et al., 2011). No obstante, aunque los
compuestos derivados de tirosol tienen una menor capacidad antioxidante, también tienen un
efecto positivo sobre la salud humana. En este sentido, el aceite de Verdal seria interesante
por su alto contenido en p-HPEA-EDA o también llamado oleocantal, al que se le ha atribuido
capacidad antiinflamatoria similar a la del ibuprofeno (Beauchamp et al., 2005). Los aceites de

Negral en 2009 y de Grossal en 2010 también mostraron altos contenidos en este compuesto.

Es dificil comparar los resultados de nuestros resultados con los de aceites de otros origenes y
variedades, dado que las formas en que suelen estar expresados en la bibliografia es muy
heterogénea. No obstante, comparando con los aceites de Arbequina de les Garrigues que

nuestro grupo de investigacién ha caracterizado durante muchas campanas se puede afirmar
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que el aceite de la variedad Verdal contiene muchos mas fenoles que cualquier aceite de
Arbequina de la zona, incluso que los aceites de frutos de secano de principio de campaiia, que
son los mas ricos en estos compuestos. El resto de aceites presentan un contenido fendlico

similar o menor.
6.5.5. Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa determinada mediante el método Rancimat (Tabla 34), a pesar de que
no es un método oficial y recibe muchas criticas, se utiliza mucho para la estimacion de la vida
util potencial de los aceite y goza de un excelente reconocimiento a nivel industrial. En el
presente trabajo, la estabilidad ha presentado diferencias entre los aceites de las diferentes
variedades. Como era de esperar, los aceites de Verdal fueron los mas estables en ambas
campanas, con 17.4 horas en 2009 y 22.6 horas en 2010. Morell6 et al. (2004) determinaron la
estabilidad oxidativa de aceites de oliva de la variedad Arbequina de les Garrigues por el
método Rancimat en unos aceite extraidos en planta piloto y para frutos con un indice de
maduracién fue 4, la estabilidad Rancimat del aceite fue de 21.7 horas; sin embargo, en aceites
comerciales analizados en los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universitat de Lleida, la
estabilidad de los aceites de Arbequina es algo inferior a la de los aceites de planta piloto,
siendo frecuentes los valores en un rango entre 10 y 16 horas (datos internos). La estabilidad
del aceite de Verdal es por tanto mas elevada del valor que habitualmente tienen otros aceites

de la zona de otras variedades.

La estabilidad de los aceites esta altamente afectada por el contenido en fenoles. En estos
aceites el coeficiente de correlacién ha sido 0.7442 (P=0.0215), menor que en otros estudios
centrados en aceites con un perfil de acidos grasos mas homogéneo o con similitud en el
contenido de otros antioxidantes. Aun asi, el coeficiente es suficientemente alto como para

validar el peso de los fenoles sobre la resistencia al enranciamiento en los aceites.
6.5.6. Tocoferol

El contenido en tocoferoles contribuye a la estabilidad del aceite (Ruiz-Lopez et al., 1995). En el
presente estudio, se determind la concentracién de a-tocoferol (Tabla 34) en los aceites. Los
aceites con una mayor cantidad de tocoferol fueron los de las variedades Arbre Blanc, Grossal

y Verdal, con valores entre 185y 224 mg/kg.

En un estudio de Garcia et al. (2003) determinaron los valores medios en a-tocoferol de otros
aceites monovarietales espafioles, como Picual (223.4 mg/kg), Arbequina (174.1 mg/kg),
Hojiblanca (252.1 mg/kg) y Cornicabra (191.2 mg/kg). Morell6 et al. (2004) estudiaron el
contenido en a-tocoferol en aceites de tres variedades diferentes cultivadas en Catalunya,
realizando un seguimiento durante la maduracién. El contenido en a-tocoferol descendié a

medida que las olivas maduraban, y sus valores fueron 123-144 mg/kg en aceites de la
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variedad Arbequina, 135-190 mg/kg en los de la variedad Farga y 154-246 mg/kg en los de la

variedad Morrut.

Como se ha comentado anteriormente, hay varios parametros que determinan la estabilidad
oxidativa de un aceite, lo que estd relacionado con la capacidad antioxidante que tendra ese

aceite. Aparicio et al. (1999) demostraron que en los aceites de las variedades Hojiblanca y

Picual, los compuestos fendlicos contribuyeron un 51% a la estabilidad del aceite, la
composicion en acidos grasos un 24% y en menor porcentaje contribuyé el contenido en a-
tocoferol, los carotenoides y las clorofilas. En la misma linea, Ceci y Carelli (2010), después de
haber estudiado la composicidon de 58 aceites de oliva virgen de diferentes variedades y zonas
de cultivo argentinas durante cuatro afios, sugirieron que era la composicidn en acidos grasos
y el contenido fendlico los principales factores que determinaban la estabilidad de los aceites.
También Morellé et al. (2006) ajustaron la estabilidad del aceite a los pardmetros de
concentracién en 3,4-DHPEA-EDA, a-tocoferol, peréxidos y acido linoleico. En nuestro estudio,
la correlacidon entre tocoferol y estabilidad oxidativa es menor que la presentada con los

fenoles, siendo r=0.588, aunque con una significacién de 0.09.

El aceite de la variedad Negral, en 2009 fue el que mostré una menor estabilidad (10.9 horas),
y sin embargo, contenia doble concentracion de compuestos fendlicos que el aceite de Arbre
Blanc en 2009, que fue igual de estable (11.0 horas). En este caso, Arbre Blanc era mas rico en
el contenido en a-tocoferol (224 frente a 130 mg/kg), en el contenido en B-caroteno (3.13
frente a 1.18 mg/kg) y mostraba un mayor ratio oleico/linoleico (12.6 frente a 4.3). Por tanto,

estos pardmetros pudieron ser los responsables de la alta estabilidad del aceite de Arbre Blanc.
6.5.7. Perfil sensorial

De acuerdo con la evaluacion sensorial de los aceites que se expone a continuacion, alguno de
estos aceites presenta unas notas aromadticas muy interesantes y podrian llegar a ser
envasados como aceites de oliva virgen extra monovarietales; sin embargo, otros son
excesivamente desequilibrados. No obstante, seria necesaria una estrategia de presentacion
en el mercado que deberia estar apoyada por un estudio plurianual para verificar que las
caracteristicas responden a un tipo particular de aceite y que éste se podria ofrecer cada afio.
No obstante, si que estos aceites pueden ser utilizados en coupages con otros aceites para
mejorar sus caracteristicas sensoriales. Todos ellos muestran diferentes caracteristicas que el
productor podria utilizar para promover o atenuar los atributos de sus aceites. Ademas, en el
caso de aceites extraidos de olivas muy maduras recolectadas al final de campafia, que se
caracterizan por ser aceites muy planos, la adicion de estos aceites podria mejorar su cardcter

verde o su amargor y ayudar a producir un aceite de mayor calidad durante toda la campafia.

La excepcion es el aceite de Verdal, que no deberia ser envasado como monovarietal debido a

su alto amargor. Este amargor es consecuencia de su alto contenido en compuestos fendlicos,
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principalmente 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA y p-HPEA-EDA y p-HPEA-EA (Garcia et al., 2001,
Gutiérrez-Rosales et al., 2003; Kiritsakis et al., 1998a). Ademads, en cata el atributo picante ha
sido considerado muy intenso, lo que se explica por la riqueza en el denominado oleocantal (p-
HPEA-EDA). Sin embargo, este alto contenido fendlico podria mejorar los atributos y la

estabilidad en el coupage con otros aceites, prolongando su vida util.
A continuacidn se presenta la evaluacion sensorial realizada para los aceites.
1. Aceite de Arbre Blanc (2009/10):

Frutado verde de intensidad medio-alto. Amargo medio-alto. Picante medio. El aceite es muy
aromatico, detectandose claramente los anisados, hinojo, menta y albahaca, en general rico en
matices aromaticos que recuerdan las plantas aromaticas; en boca es almendrado y es suave y
equilibrado. El aceite obtenido en esta experiencia reproduce muy bien la fase olfativa, pero

en boca tiene un punto de alcachofa y de nuez verde que lo hace mas vegetal.
2. Aceite de Becarut (2010/11):

Frutado verde de intensidad medio-alto. Amargo medio-bajo. Picante medio-alto. Aceite

intensamente herbaceo con almendra verde, muy complejo y persistente.
3. Aceite de Verdal (2010/11):

Frutado verde Intenso. Amargor muy alto. Picante alto. Aceite extremadamente amargo y

desequilibrado, sensaciones de hoja y de madera verde.
4, Aceite de Negral (2010/11):

Frutado verde medio-alto. Amargo medio. Picante bajo. Aceite muy equilibrado con notas

claras de hinojo y regaliz, muy elegante.
5. Aceite de Grossal (2010/11):

Frutado maduro de intensidad media. Amargo medio-bajo. Picante muy bajo. Sensaciones de

fruta madura en nariz que se confirman en boca. Sabores de nuez y dulce de membirillo.
6. Aceite de Mang¢anenc (2010/11):

Frutado medio de oliva casi madura. Amargo medio. Picante muy bajo. Notas de higuera con

un perfil andaluz.
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6.5.8. Conclusion

Los aceites de oliva monovarietales estudiados, aunque por el valor de los pardmetros de
calidad podrian ser considerados todos aceites de oliva virgen extra, presentan determinadas
particularidades que los hacen idéneos para ser considerados en la preparacién de aceites de
coupages con aceites de Arbequina. Teniendo en cuenta que la zona de produccién de Les
Garrigues tiene como referencia comercial un tipo particular de aceite de oliva virgen de la
variedad Arbequina que en determinados anos puede tener carencias de pigmentos, de
compuestos fendlicos o un exceso de polinsaturados, se recomiendan como variedades
mejorantes la variedad Verdal por su riqueza en fenoles y pigmentos, asi como por su frutado
verde y la variedad Arbre Blanc, con un perfil de 4cidos grasos mas rico en oleico que los
aceites clasicos de Arbequina, rica en pigmentos y con delicadez aromatica. No obstante, se
trata de variedades poco estudiadas y seria adecuado hacer un seguimiento completo a lo
largo de un mayor nimero de cosechas que permita conocer la respuesta de estas variedades

a los cambios climaticos.
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7. CONCLUSIONES
Estudios en frutos

° Se ha desarrollado la metodologia para la determinacidn de fenoles en fruto por HPLC-
MS/MS, en particular, se ha optimizado las condiciones para la identificacién de los

compuestos de la ruta biosintética de los compuestos secoiridoides.

° Se confirma que la biosintesis de la oleuropeina en la oliva sigue la ruta propuesta por
Damtoft (1993, 1995a) en los frutos de las variedades Arbequina y Hojiblanca, siendo
sus compuestos precursores la 7-cetologanina, oledsido-11-metil-ester, tirosol y

ligustrosido.

. La enzima pB-glucosidasa actua sobre los compuestos fendlicos glucosilados,
modulando sus concentraciones y las de sus formas agliconas durante la maduracién
de la oliva. Los principales compuestos resultantes de la accién de la enzima son el

acido elendlico y las formas agliconas de oleuropeina y ligustrésido.

. La actividad de la enzima B-glucosidasa es mayor en los frutos de la variedad

Arbequina que en los frutos de la variedad Hojiblanca.

. El metabolismo de la oleuropeina presenta diferencias segun la variedad. En las olivas
de la variedad Arbequina, las rutas biosintéticas son activas durante un tiempo mas
largo que en las de la variedad Hojiblanca, resultando frutos con mayor contenido

fendlico a lo largo de todo el ciclo de maduracion.

° No se Han observado diferencias significativas en el contenido en secoiridoides y
derivados, flavonoides y lignanos a lo largo de la maduracién entre las olivas de la
variedad Arbequina entre frutos de cultivo ecolégico y de cultivo convencional en
Lleida.

. La ruta de biosintesis de oleuropeina estd muy activa en el momento de desarrollo del
fruto, por lo que hay un aumento en la concentracion de oleuropeina. Posteriormente,
esta capacidad de biosintesis disminuye a la vez que aumenta la actividad de la enzima

B-glucosidasa, por lo que el contenido en oleuropeina disminuye en el fruto.

. La localizacidn del cultivo influye en el contenido en secoiridoides y derivados en la
oliva, siendo mayor el contenido en el cultivo de Arbequina en Lleida que en Sevilla.
Esto sugiere que las olivas de Arbequina cultivada en Lleida tienen una mayor

capacidad de biosintesis de fenoles.
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° Los lignanos presentan un mdaximo de concentracién antes del endurecimiento del
hueso, momento a partir del cual su concentracidon disminuye. Se ha observado un

segundo maximo en estadios intermedios del ciclo de maduracion.

. La sintesis de flavonoides no se inicia hasta que el hueso estd formado, lo que podria

relacionarla con la sintesis de lignanos.

. El estudio de dos campafias sucesivas muestra que las diferentes condiciones
agroclimaticas de cada campafia oleicola han influido en el contenido fendlico de
olivas de la variedad Arbequina de una manera mas determinante que el tipo de

cultivo ecolégico o convencional.

. Se ha localizado la enzima B-glucosidasa en diferentes partes de las células de la oliva
segun su estado de desarrollo. Se ha comprobado que cuando se estd formando el
hueso, la enzima se encuentra mayoritariamente localizada en la zona central del fruto,
lo que indicaria que participa en el transporte de los monolignoles que se transforman
en lignina para formar el hueso. Cuando el hueso ya se ha endurecido, también se
localiza enzima en las células de la pulpa de la oliva, estando distribuida en la pulpa

por lo que podra activarse en los mecanismos de defensa contra agentes externos.
Estudios en aceites

e Los aceites ecoldgicos comerciales de la variedad Arbequina comercializados por
empresas de la provincia de Lleida durante dos campafias sucesivas han presentado

una composicion comparable a sus homdlogos de agricultura convencional.

. No hay un tipo de aceite ecoldgico de Lleida. Las condiciones microclimdticas y
agrondmicas de la plantacion, asi como la tecnologia y las condiciones utilizadas en las
diferentes almazaras, son factores determinantes en la calidad de los aceites

obtenidos, detectandose grandes diferencias entre los origenes de los aceites.

. Las diferencias entre campafias en los aceites de Arbequina de produccidn ecoldgica
no son tan grandes como cabria esperar segun los resultados de los estudios en fruto,
en que los contenidos fendlicos en dos campafias sucesivas fueron muy diferentes.
Esto podria ser debido a que las almazaras tipifican sus aceites para presentarlos con

unas caracteristicas propias de su marca.

. Se han caracterizado los aceites de produccién ecoldgica de 6 variedades en retroceso

durante dos campanias oleicolas.

. De entre los aceites de produccion ecoldgica estudiados, se recomendarian los de la

variedad Verdal para utilizarlos en coupage con los de la variedad Arbequina por su
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riqueza en fenoles y pigmentos, y los de la variedad Arbre Blanc por su riqueza en

acido oleico, pigmentos y su delicadez aromatica.

Se confirma la gran influencia que la variedad de olivas ejerce sobre el perfil de acidos
grasos, siendo éste un parametro a tener en cuenta a la hora de seleccionar

variedades para recuperar.

La interaccion campafna*perfil de acidos grasos no ha resultado significativa en un
estudio de 2 campaiias y 10 variedades, por lo que las variedades mas productoras de

acido oleico, lo han sido en las dos campanas.

Es dificil encontrar la variedad que proporcione el aceite ideal. Del estudio de 19
aceites de variedades en retroceso, sélo ha habido dos variedades en las que los
resultados de los pardametros fisico-quimicos y la evaluacion sensorial presentaban

valores muy recomendables.

De 19 variedades estudiadas en el estudio para la recuperacidon de variedades, 7
presentaron un perfil de acidos grasos poco adecuado, con una baja relacién
PUFA/MUFA, por lo que al ser este perfil un parametro intrinseco a la variedad y la
zona de cultivo, si en un estudio plurianual se confirmase esta tendencia, se

consideraria poco recomendable su recuperacion.

Unicamente se ha podido seleccionar dos variedades en la campafia 2011/12 de las

gue sus aceites han presentado excelente calidad, tanto fisicoquimica como sensorial.
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Tabla aneja. Datos meteoroldgicos de la estacidén de La Granadella de los afios 2008, 2009 y 2010.
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