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I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

I. 1. ORIGEN Y DISTRIBUCION DEL CULTIVO DEL OLIVO

La historia del olivo es la historia del Mediterraneo. Ha sido el cultivo comtn de toda
su cuenca y sus frutos han recorrido todas sus orillas y todas sus rutas. A través de los
tiempos, el olivo siempre ha estado vinculado con lo divino y lo sobrenatural, aunque en
permanente contacto con el ser humano, para beneficiarle en todos los sentidos.

El olivo (Olea europaea L.), al parecer originario de Siria, es un arbol citado en
numerosas ocasiones en la Biblia (la ramita de la paloma en el arca de No¢) y en el Coran,
donde se le considera como un arbol celestial. Al estudiar el olivo encontramos poderosas
razones que nos hacen pensar en las estrechas relaciones socioculturales existentes entre las
tres grandes religiones monoteistas del planeta: cristianismo, islamismo y judaismo. El origen
de las mismas, no es fruto de la casualidad, tiene el mismo escenario geografico: el extremo
oriental de la cuenca mediterranea, donde podemos situar la zona originaria del olivo, en el
sur del Caucaso, la meseta de Iran, Siria y Palestina. No es de extrafiar por tanto, las continuas
referencias al olivo y al aceite de oliva que aparecen en sus textos sagrados, las cuales se
cuentan por decenas. Para la civilizacion griega el olivo era relacionado con la vida, la paz, la
victoria y la fertilidad, siendo junto a la higuera los dos arboles del Paraiso Terrenal de la
mitologia clasica. Fenicios y griegos contribuyeron a la introduccién del olivo en la Peninsula
Ibérica, mientras que los romanos se encargaron de extender por la misma su cultivo y
mejoraron las técnicas de produccion de aceite (Schéfer-Schuchardt, 1996).

Posteriormente los arabes perfeccionaron las técnicas de obtencion de aceite y lo
consideraron como un cultivo y producto imprescindible para la vida social y econémica de
los habitantes de la peninsula. Tan estrecha fue su vinculacion con esta grasa que la palabra
espafola "aceite" proviene del arabe "az-zait" que significa jugo de aceituna. En el mundo
arabe se comercializaban tres diferentes tipos de aceites que nos recuerdan a los que usamos
actualmente:

* El aceite de agua (obtenido tras dejar decantar el liquido obtenido después de lavar
con agua caliente las aceitunas trituradas en el molino, sin ningun otro tratamiento).

* El aceite de almazara (obtenido tras el prensando de la pasta de aceituna molida).

* El aceite cocido (a partir del orujo de la primera presion que se lavaba con agua
caliente y se volvia a prensar).

El olivo fue llevado al "Nuevo Mundo" por los espanoles durante los siglos XVI y

XVII. Ahora puede encontrarse en California y en distintas partes de Suramérica. Finalmente,



en el siglo pasado, este cultivo se ha extendido a Suréfrica, China y Australia, en donde ha
conseguido una perfecta adaptacion.

El olivo prospera esencialmente en la zona de clima mediterrdneo, caracterizada por
inviernos dulces, primaveras y otonos lluviosos, veranos secos y calidos y una permanente
luminosidad intensa. Es la especie autoctona mas caracteristica de la Cuenca Mediterranea.
Tanto en el hemisferio Norte como en el Sur, su zona de distribucion se sithia entre los
paralelos correspondientes a los 30 y 45 grados. Es cierto que el olivo crece en cualquier
parte, pero su fructificacion se ve afectada por el exceso o falta de temperatura durante la
estacion fria.

En el mundo se contabilizan alrededor de 9,5 millones de hectareas de olivos (960
millones de pies de olivos plantados), encontrandose el 98 % de esta superficie en la Cuenca
del Mediterraneo. En dicha Cuenca se concentra el 82 % del consumo mundial y el 93 % de la
produccion de aceite de oliva. Espaiia, Italia, Grecia y Tunez concentran la mayor parte de
dicha produccion, proveniente de 5,4 millones de hectareas de huertos olivareros dedicados
tanto a aceite como a oliva de mesa. Aunque Espafia, Italia y Grecia son los principales
productores y exportadores mundiales de aceite de oliva, afrontan actualmente serias
dificultades, tanto para mantener, como para expandir competitivamente su olivicultura,
debido a un alto costo de la mano de obra, las limitaciones de agua de riego y a un fuerte
tradicionalismo empresarial, reacio a la introduccion de innovaciones tecnologicas. En la
Tabla 1 se muestra de manera pormenorizada la distribucion del numero de olivos y la

superficie empleada en este cultivo en los distintos paises del mundo.

I.2. EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN

El aceite de oliva virgen es el zumo oleoso de la aceituna, que se obtiene por sistemas
de elaboracion exclusivamente fisicos y procede de frutos frescos de buena calidad, sin
defectos ni alteraciones y con la adecuada madurez. Posee excepcionales caracteristicas de
aspecto, fragancia y sabor, y es, practicamente, el uUnico entre los aceites que puede
consumirse crudo, conservando integro su contenido en vitaminas, acidos grasos esenciales y

otros productos naturales de importancia dietética.



Tabla 1.- Distribucion geografica del olivo en el mundo. Fuente: COI, 2004,

Pais Ndmero de olivos (miles) Superficie (ha)
Argelia 16.700 168.000
Angola 40 400
Libia 8.000 197.000
Marruecos 58.000 550.000
Egipto 4.500 47.000
Tunez 63.700 1.580.000
Africa del Sur 200 2.000
Argentina 6.000 45.000
Brasil 100 1.000
Chile 560 6.000
Estados Unidos 1.750 14.500
Mgéjico 1.000 12.500
Pera 560 5.605
Uruguay 316 1000
Afganistan 1.000 -
China 1.600 10.000
Chipre 2.200 9.500
Irak 750 10.000
Iran 380 5.355
Israel 2.200 20.000
Jordania 10.000 100.000
Libano 8.000 50.000
Palestina 10.500 85.000
Siria 54.500 480.000
Turquia 68.000 595.000
Espafia 308.700 2.424.000
Francia 2.500 39.500
Grecia 120.000 1.026.000
Italia 160.000 1.431.000
Portugal 35.000 529.000
Albania 5.500 45.000
Malta 23 200
Serbia y Montenegro 500 3.600
Croacia 2.600 19.000
Eslovenia 150 1.000
Australia 1.900 18.700
Nueva Zelanda 230 2.300
Total Mundial 957.559 9.534.160
Cuenca del Mediterraneo 942.343 9.415.555

I. 2. 1. Sintesis y acumulacion del aceite durante el desarrollo y la maduracion de la
aceituna
Desde la fecundacion hasta su madurez el fruto atraviesa una serie de etapas segun una
pauta precisa y predeterminada. El crecimiento de la aceituna, como el de cualquier otra
drupa, se ajusta a una doble sigmoide que permite distinguir tres fases. Durante la primera

fase contribuye al crecimiento tanto la division como la expansion celular. Esta fase concluye



aproximadamente con el final del endurecimiento del endocarpio, que sucede entre unas 7 y 9
semanas después de la floracion (mes de julio) (Rallo-Cuevas, 2004). Durante la segunda
fase, el crecimiento del hueso se hace mas lento, el embrion y el endocarpio alcanzan su
tamafio final, terminando el endurecimiento del hueso. La tercera fase esta caracterizada por
un crecimiento rapido del fruto debido al ensanchamiento de las células del mesocarpio, que
determina el tamafio final del fruto. Es durante esta fase cuando comienza a producirse la
biosintesis del aceite y su acumulacion en las células parénquimaticas de la pulpa
(lipogénesis). La disponibilidad de agua en esta fase determina el tamafio final del fruto y su
contenido en aceite. Tras la tercera fase, el crecimiento del fruto y la acumulacion de aceite se
reducen de forma notable llevandose a cabo los procesos de maduracion (Beltran et al., 2004).
Es decir, que la cantidad de aceite en las aceitunas alcanza el techo al comienzo de su
maduracion (Rallo y Cuevas, 2004).

La formacién de acidos grasos sigue una ruta bioquimica que utiliza como sustratos o
precursores acetil-CoA y malonil-CoA. La biosintesis de los 4cidos grasos se lleva a cabo en
los plastidios, mediante una serie de reacciones de condensacion de unidades de acetato,
suministrados por el malonil-CoA, produciéndose una descarboxilacion en cada proceso de
condensacion, hasta llegar a la formacion del acido palmitico que contiene 16 atomos de
carbono, es lo que se denomina “sintesis de novo”, actuando como transportador de acilos el
ACP (proteina transportadora de acilos). El palmitil-ACP es finalmente alargado, dando
estearil-ACP y éste a su vez es desaturado, formando oleil-ACP. Todos estos acidos grasos
son liberados al citoplasma en forma de acil-CoAs, de donde son tomados por el reticulo
endoplasmatico, en donde pueden sufrir nuevas desaturaciones, formando linoleico o
linolénico, o bien esterificar los diferentes grupos hidroxilo del esqueleto de la glicerina,
dando diferentes glicerolipidos. Es asi como se forman los triacilgliceroles (TG),
constituyentes mayoritarios del aceite (Garcia et, 1988, Beltran et al., 2004). Los TG se
acumulan en la zona lipofilica de la doble membrana del reticulo endoplasmatico, provocando
su separacion (Figura 1). Con el acumulo de TG se produce el colapso de la media membrana
y su separacion del reticulo endoplasmatico, quedando formado un nuevo organulo, el
oleosoma, rodeado solo por una monocapa de fosfolipidos, que se va haciendo cada vez mas
dispersa conforme aumenta su tamafio por la continua acumulacién de mas TGs, hasta que
practicamente se difumina y desaparece. Se observan entonces pequeias gotas de aceite no
separadas del citoplasma por ningln tipo de membrana. Luego las gotas se van fusionando,
hasta formar una sola que ocupa la mayor parte de la célula (Lavee y Wodner, 1991; Zarrouk

et al., 1996; Alegre, 2001). Como ya se ha dicho, la biosintesis del aceite contenido en la



aceituna se produce basicamente durante el crecimiento de la misma en los meses de verano y
principios de otoflo, pero, una vez que la aceituna ya ha alcanzado su tamafio definitivo y
comienza su cambio de coloracidn, la acumulacion de aceite es muy limitada, dado que la
actividad de sintesis practicamente ha desaparecido a mediados de Octubre (Garcia y Mancha,

1992).

OLE OSOMA ‘ RETICULO ENDOPLASMATICO
Sintesis de glicerolipidos

Sirtesis y acumulacion de Trigliceridos

MITOCONDRIA

Reserva de Acetil-Cod

ACIDOS GRASOS | ‘ PLASTIDIO ‘

Acetato =16:0 ACP =18:0ACP — 18:1 . ACP Sintesis de dcidos grasos

Figura 1.- Esquema de la biosintesis lipidica en el interior de la célula vegetal.
Fuente: Garcia, (1988).

I. 2. 2. Evaluacion del grado de maduracidon de la aceituna de molino

Para la obtencion de un aceite de oliva de calidad es imprescindible disponer de frutos
con un grado de maduracion Optima. Es preciso, pues, seleccionar el momento idoneo de
cosecha. Algunos de los cambios que se producen durante el desarrollo del fruto se pueden
utilizar como indicadores mas o menos especificos de su grado de maduracion. Asi, puede
considerarse la respiracion del fruto (Maxie et al., 1960; Ranalli et al., 1997), el contenido en
lipidos en la drupa (Catalano y Sciancalepore, 1965), la evolucion de la composicion en
acidos grasos (Leone y Vitagliano, 1975), la variacion del contenido en &cidos orgénicos de
hojas y frutos (Donaire et al., 1975), particularmente la relacion malico/citrico (Vlahov,

1976), la variacién del contenido en hierro como metabolizante de las hormonas de abscision



(Vioque y Albi, 1975), la evolucion del contenido y composicion de los polifenoles
(Vazquez-Roncero et al., 1971) o el contenido en materia seca (Mickelbart y James, 2003).
Sin embargo, la mas empleada en la industria consiste en una evaluacion visual de la
variacion del color externo e interno del fruto, estableciendo el indice de madurez (IM) como
medida de la maduracion (Uceda y Hermoso, 1998). La zona geografica, las condiciones
climaticas, la carga del arbol, las caracteristicas de cada variedad y el manejo de cultivo
afectan de forma variable a la velocidad de maduracion de la aceituna.

El estudio realizado por Barranco et al. (1998) sobre las épocas de maduracion de 130
variedades de olivo incluidas en la Coleccion Mundial de Cultivares de Olivo de Cordoba
muestra que las fechas de final del enverado varian entre afios, desde el 30 de octubre y el 25
de noviembre, para la mayor parte de las variedades de la coleccion. La duracion de la
maduracion oscild entre 53 y 69 dias segun los afos, considerando como periodo de
maduracion al transcurrido desde que comienza el cambio del color externo del fruto (envero)
hasta que el color negro o violaceo, caracteristico segun el cultivar, se generaliza en la
epidermis. Desde el punto de vista de la produccion de aceite, este cambio de la coloracion
externa del fruto representa una etapa muy significativa en la maduracion de la aceituna, pues
marca el momento en que se detiene o reduce al minimo el proceso de su sintesis (Lavee y
Wodner, 1991; Garcia y Mancha, 1992).

Hasta ahora los métodos ideados para la evaluacion del grado de maduracion de la
aceituna o bien requieren su destruccion y un analisis en el laboratorio, o bien estdn sometidos
a la subjetividad de una valoracion visual de los cambios de color que experimenta su
epidermis. No es fécil distinguir, por ejemplo, entre colores muy parecidos como el verde
palido y el verde amarillento o entre morado oscuro y el negro. Ademas, no seria muy
acertado considerar de un mismo grado de maduracién una aceituna verde de finales de
Agosto con otra de finales de Octubre, aunque aparentemente bajo el ojo humano exhiban la
misma pigmentacion. Por otra parte variedades como ‘Blanqueta’ o ‘Verdial® son dificilmente
evaluables, siguiendo los criterios establecidos, pues la primera sufre una decoloracion previa
al envero y la segunda mantiene su pigmentacion inicial hasta casi el final de su proceso
madurativo. Para una mas correcta y objetiva evaluacion de este proceso, a fin de disponer de
un mayor criterio en la seleccion del momento idéneo de cosecha, seria conveniente
desarrollar métodos de cuantificacion objetiva, que no impliquen el uso de analisis costosos o
la forzosa cosecha del fruto.

En otros frutos, como las naranjas (Olmo et al., 2000), peras y nectarinas (Luchsinger

y Walsh, 1998) y en tomates (Choi et al., 1995) se han desarrollado métodos objetivos de



estimacion del grado de maduracion, evaluando la textura (por un densimetro de mano) o el
color (mediante colorimetria de reflexion).

La resistencia a la penetracion es uno de los métodos mas comunmente utilizados para
evaluar la maduracion de los frutos, dado que durante la misma se produce indefectiblemente
un ablandamiento de éstos, por la accidon de enzimas como las celulasas o poligalacturonasas
que debilitan las paredes celuldsicas de las células vegetales y cuya actividad se desarrolla
durante este proceso (Soda et al., 1987; Muramatsu et al., 1996). El uso del densimetro de
mano permite evaluar la textura del fruto, sin requerir la perforacion de la piel, por lo que
puede ser determinada sin necesidad de ser siquiera cosechado. Este sistema ya ha sido
empleado para evaluar el grado de deterioro de la aceituna de molino durante su
almacenamiento refrigerado y su reduccion coincide con el deterioro de la calidad del aceite
posteriormente extraido de la misma (Garcia et al., 1996a; 1996b).

Durante la maduracion, los productos vegetales cambian de color por degradacion de
su clorofila y por el desarrollo, en su lugar, de carotenoides y/o polifenoles. La relacion entre
el color de estos productos y el nivel de maduracion ha sido estudiada en diferentes frutos
como tomates, peras o nectarinas. Jiménez-Cuesta et al. (1981) propusieron la formula 1000
a*/ (L*b*) como indice de color para visualizar objetivamente la evolucion del desverdizado
de los citricos. En la misma linea, Mercado-Silva et al. (1998), utilizando los parametros
cromaticos L*, a* y b*, consiguieron diferenciar las diferentes etapas de la maduracion de la
guava. En aceitunas también ha sido empleado el color para visualizar su desverdizado
durante su conservacion en frio. Asi, Garcia y Streif (1991) propusieron la formula cromatica
b*-a* para la aceituna ‘Gordal’ y posteriormente Castellano et al. (1993) la modificaron
introduciendo también la variable correspondiente al brillo (L*(b*-a*)/100) para monitorizar
el cambio de color de la variedad ‘Picual’ durante su almacenamiento en ftrio.

Hasta el momento del desarrollo de esta Tesis no se habian hallado datos que indicaran
que se hubiese comprobado previamente una posible relacion entre estos métodos objetivos y

la evolucion del proceso madurativo de la aceituna de molino.

I. 2. 3. Elaboracion del aceite de oliva virgen

La aceituna alcanza su madurez al empezar el otofio, pero no se comienza a cosechar
para molino hasta finales de Noviembre, pudiéndose prolongar la campana hasta el mes de
Marzo para las variedades mas tardias. Los métodos de cosecha deben evitar el deterioro del
fruto, pues, siendo el aceite de oliva virgen un auténtico “zumo de fruta”, su calidad va a

depender de la integridad fisioldgica de la aceituna de donde se extrae. Posteriormente, las



aceitunas son trasladadas a la almazara o molino para su trituracion y prensado. Las aceitunas
que llegan a las almazaras llevan un apreciable porcentaje de materias extrafias, como tierra,
piedras, hojas, maderas, hierbas, etc. Para poder obtener aceites de calidad y evitar Ia
interferencia de estos productos en las caracteristicas organolépticas y el desgaste de la
maquinaria, es indispensable eliminar todos los cuerpos extrafios con ventiladores y
lavadoras. A continuacion, para liberar la materia oleosa de los tejidos en donde se aloja, se
muelen las aceitunas de manera uniforme. Para ello, se utilizan diversos procedimientos, el
mas clasico consiste en el empleo de molinos de rulos o “empiedros”, que van siendo
remplazados por molinos metélicos, usualmente de martillos. En estos ultimos el grado de
molienda es regulable, seleccionando el didmetro de los orificios de las cribas. Debe ser mas
pequefio para aceitunas de principio de campafia y mayor conforme mds avanzado sea el
grado de maduracion del fruto. El proceso contintia con un batido de la pasta formada para
facilitar la posterior separacion de las fases que constituyen la pasta. Las gotitas dispersas de
aceite liberadas en la molienda coalescen durante este proceso, aumentando su tamafio. La
realizacion de este cometido se acelera con la temperatura, por lo que las batidoras poseen un
sistema de calefaccion. Sin embargo, el aumento de temperatura conlleva el riesgo de
deterioro oxidativo, con pérdida de calidad del aceite, por lo que no se recomienda el uso de
una temperatura superior a los 35 °C. El exceso de la velocidad de batido induce la formacion
de emulsiones, que son luego imposibles de romper por métodos exclusivamente fisicos,
especialmente en las pastas dificiles, por lo que se recomiendan velocidades relativamente
lentas (15-20 rpm). El tiempo de batido es otro factor determinante de la calidad futura del
aceite, pues un exceso del mismo facilita la accion oxidativa del aire, el desarrollo de
actividades enzimadticas que alteran al producto (lipasas, lipoxigenasas, polifenol oxidasas o
glucosidasas, etc.) y la pérdida de componentes aromaticos. Se recomienda el empleo de 50 a
60 minutos, si la molienda se ha realizado con molino de martillos, y s6lo de 20 a 30 minutos,
si se ha empleado el “empiedro”. A continuacion la pasta se prensa, en el sistema clésico, o se
centrifuga en un decénter (centrifuga horizontal), en el sistema moderno, para separar la fase
liquida de la s6lida. El sistema moderno, a su vez, admite dos posibilidades: La separacion en
tres fases, correspondientes a dos fases liquidas, una oleosa y otra acuosa (alpechin), y una
tercera fase solida (orujo) y el fraccionamiento en sélo dos fases, una liquida oleosa y otra
solida mds humeda (alperujo), que contiene al mismo tiempo el orujo y el alpechin. La
utilizacion del sistema de dos fases presenta entre otras ventajas la reduccion de los vertidos
contaminantes, por lo que es muy apreciado desde el punto de vista de la conservacion del

medio ambiente. Sin embargo, los aceites obtenidos con este sistema presentan una mayor



intensidad en el atributo amargo. Por tanto, la posibilidad de desarrollar un sistema que
permita reducir la presencia de este atributo en el aceite seria especialmente interesante para
las industrias que utilizan este método de extraccion. Posteriormente, en el sistema clasico se
procede a la decantacion, para separar la fase oleosa del alpechin por su distinta densidad,
mientras que en el moderno se usa una segunda centrifugacion de la fase oleosa con
centrifugas verticales, que separan con mayor eficacia el aceite del alpechin en el sistema de
tres fases y del agua de lavado en el de dos. Se obtiene asi, finalmente, un aceite de oliva

virgen que puede ser almacenado para su posterior comercializacion (Alba et al., 1998).

I. 2. 4. Denominaciones y clasificaciones de los aceites que se obtienen de la aceituna

A continuacién se citan las diferentes denominaciones de los aceites que se pueden
obtener de la aceituna, con la definicion correspondiente a cada denominacion (Reglamento

CEE n° 2568/91, modificado por el CE 1989/2003).

I. El aceite de oliva es el aceite procedente unicamente del fruto del olivo (Olea
europaea L.), con exclusion de los aceites obtenidos mediante disolventes o procedimientos
de reesterificacion y de toda mezcla con aceites de otra naturaleza. Se comercializard segun

las denominaciones y definiciones siguientes:

A. Aceites de Oliva Virgenes: aceites obtenidos del fruto del olivo tnicamente por
procedimientos mecanicos o por otros procedimientos fisicos en condiciones, especialmente
térmicas, que no produzcan la alteracion del aceite, que no hayan tenido mas tratamiento que
el lavado, la decantacion, la centrifugacion y el filtrado. Se clasifican y denominan de la
siguiente forma:

a) Aceites de oliva virgenes aptos para el consumo:

i) aceite de oliva virgen extra: aceite de oliva virgen cuya acidez libre
expresada en acido oleico es como maximo de 0,8 g por 100 g y cuyas demas
caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria,

ii) aceite de oliva virgen: aceite de oliva virgen cuya acidez libre expresada en
acido oleico es como méaximo de 2,0 g por 100 g y cuyas demas caracteristicas

corresponden a las previstas para esta categoria,



iii) aceite de oliva virgen corriente: aceite de oliva virgen cuya acidez libre
expresada en 4cido oleico es como méaximo de 3,3 g por 100 g y cuyas demas

caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria (1);

b) aceite de oliva virgen no apto para el consumo:

Aceite de oliva virgen lampante: aceite de oliva virgen cuya acidez libre expresada en
acido oleico es superior a 3,3 g por 100 g y/o cuyas caracteristicas organolépticas y demas
caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria. Se destina al refino con vistas

al consumo humano o a usos técnicos;

B. Aceite de Oliva Refinado: aceite de oliva obtenido por refinacion de aceites de oliva
virgenes. Su acidez libre expresada en acido oleico es como maximo de 0,3 g por 100 g, y sus

demas caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria (2).

C. Aceite de Oliva: aceite constituido por una mezcla de aceite de oliva refinado y de aceites
de oliva virgenes aptos para el consumo en la forma en que se obtienen. Su acidez libre
expresada en acido oleico es como maximo de 1 g por 100 g, y sus demds caracteristicas

corresponden a las previstas para esta categoria (3).

I1. El aceite de orujo de oliva es el aceite obtenido por tratamiento con disolventes u
otros procedimientos fisicos de los orujos de oliva, con exclusion de los aceites obtenidos
mediante procedimientos de reesterificacion y de toda mezcla con aceites de otra naturaleza.

Engloba las siguientes denominaciones:

A. Aceite de orujo de oliva crudo: aceite de orujo de oliva cuyas caracteristicas son
las previstas para esta categoria. Se destina al refino con vistas al consumo humano o a usos

técnicos.

B. Aceite de orujo de oliva refinado: aceite obtenido por el refino del aceite de orujo
de oliva crudo. Su acidez libre expresada en acido oleico es como maximo de 0,3 g por 100 g

y sus demas caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria (1).

C. Aceite de orujo de oliva: aceite constituido por una mezcla de aceite de orujo de

oliva refinado y de aceites de oliva virgenes aptos para el consumo en la forma en que se
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obtienen. Su acidez libre expresada en acido oleico es como maximo de 1 g por 100 g y sus
demads caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria. Esta mezcla no podra

en ningln caso denominarse «aceite de oliva» (2).

(1) Este producto sélo puede ser vendido directamente al consumidor si estd permitido en el pais de venta al por
menor. De no estarlo, la denominacion de este producto se ajustarda a las disposiciones legales del pais en
cuestion.

(2) Este producto sélo puede ser vendido directamente al consumidor si esta permitido en el pais de venta al por
menor.

(3) El pais de venta al por menor puede exigir una denominacion mas precisa.

I. 2. 5. Composicion quimica del aceite de oliva

La composicion quimica del aceite de oliva permite conocer su valor potencial como
nutriente y, en definitiva, es la responsable de todas las propiedades caracteristicas que lo
hacen més o menos apetecible al consumidor. Los componentes del aceite de oliva suelen
dividirse en una fraccion saponificable y en otra insaponificable. La primera, que constituye el
97-99 % del total del aceite (Montedoro y Garofalo, 1984), esta integrada por una mezcla de
diferentes glicerolipidos y acidos grasos libres. La segunda la componen una serie de
sustancias muy diversas no gliceridicas, denominadas componentes menores del aceite de
oliva. Si bien la proporcidon de estos ultimos elementos en el aceite es muy minoritaria (1-3
%), revisten una gran importancia, tanto desde el punto de vista nutricional, como en la
estabilidad y la calidad sensorial del aceite. De hecho, debido a su alta especificidad, estos

componentes secundarios se utilizan como criterio de autenticidad del aceite de oliva (Tabla

2).

I. 2. 5. 1. Fraccion saponificable

Estd formada por una mezcla de triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, acidos
grasos y, en menor medida, fosfolipidos (los ésteres naturales de acidos grasos y de un
derivado fosfatado de la glicerina), las ceras y los ésteres de esteroles, siendo el primero de
todos el componente fundamental del aceite, pudiendo representar el 90 % en peso de esta

fraccion (Cert, 1998).
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Tabla 2- Limites establecidos para las distintas categorias de aceite de oliva segin el Reglamento CE n° 1989/03. M = Miximo; m = minimo.
Acidez I. Peroxidos Solventes Ceras A. Grasos Estigmas-  Eritroidol +  Trilinolein Colesterol |Brassi- Campesterol Estigmas- B- A-Estig-
Cateqoria % oleico meq/Oykg  Halogenados mg/kg  Saturados |tadieno Uvaol % a % Casterol % % terol Sitosterol ~ masterol
9 mg/kg posic. 2 en |mg/kg % % %
triglic.%
1. Virgen Extra M 0,8 M 20 M 0,20 M 250 M 1,5 M 0,15 M 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,1 M 4,0 < Camp. m 93,0 M 0,5
2. Virgen M 2,0 M 20 M 0,20 M 250 M 1,5 M 0,15 M4)5 M 0,5 M 0,5 MO,1 M 4,0 < Camp. m 93,0 MO0,5
3. Virgen corriente M 3,3 M 20 M 0,20 M 250 M 1,5 M 0,15 M 4,5 M 0,5 M 0,1 M 4,0 < Camp.
4. Virgen Lampante m 3,3 --- M 0,20 M 350 M 1,5 M 0,50 M4)5 MO0,5 M 0,5 MO,1 M 4,0 - m 93,0 M 0,5
5. Refinado MO0,3 M5 M 0,20 M 350 M 1,8 --- M 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,1 M 4,0 < Camp. m 93,0 M 0,5
6. Aceite de Oliva M 1,0 M 15 M 0,20 M 350 M 1,8 --- M 45 M0,5 MO0,5 MO0,1 M 4,0 < Camp. m 93,0 M 0,5
7. Orujo Crudo - --- -—- >350 M22 --- m 12 M 0,7 M 0,5 M 0,1 M 4,0 - m 93,0 M 0,5
8. Orujo Refinado MO0,3 M5 M 0,20 > 350 M2.2 --- m 12 M 0,6 MO0,5 MO0,1 M 4,0 <Camp. m 93,0 M 0,5
9. Orujo de Oliva M 1,0 M 15 M 0,20 >350 M22 - >45 M 0,6 M 0,5 M 0,1 M 4,0 <Camp. m 93,0 M 0,5
Esteroles Contenido de acidos grasos > Isomeros Y Isomeros K270
Catedgoria totales transoleicos  Translinoleicos y K 232 K 170 después AK Panel
9 mg/kg Miristico Linoleic Araquid Eicosonoico Behénico Lignocérico |% Translinolénicos (%) de pasar por Test
% % % % % % aliimina +
1. Virgen Extra m1000 MO005  MILO ~ MO,6 MO0.4 Mo02 MO0, M 0,05 M 0,05 M 2,50 M 0,22 M 0,10 M 0,01 mé6,5
2. Virgen m1000 MO005  MLO — MO6 Mo4 M02  MO0.2 M 0,05 M 0,05 M 2,60 M 0,25 M 0,10 M 0,01 m 5,5
3. Virgen corriente M005  MIL0  MO6 M0.4 Mo02 MO0 M 0,05 M 0,05 M 2,60 M 0,25 M 0,10 M 0,01 m 3,5
4. Virgen Lampante | m 1000 M005  MI10 ~ MO06 Mo04 M02  MO0.2 M 0,10 M 0,10 M 3,70 M 0,11 <35
5. Refinado m1000 MO005 MLO ~ MO6  MO4  MO2 MO2 M 0,20 M 0,30 M 3.40 M 1,10 MO0,16
6. Aceitede Oliva | m10o00 MO005 MILO — MO6 M 0.4 M02  MO2 M 0,20 M 0,30 M 3,30 M 0,90 M 0,15
7. Orujo Crudo m2500 MO005 MIL0O  MO06 M 0,4 MO0,3  MO,2 M 0,20 M 0,10
8. Orujo Refinado | m1800 M0,05 MIL0O  MO06 Mo04 MO03  MO.2 M 0,40’ M 0,35 M 5,50 M 2,00 M 0,20
9. Orujo de Oliva m1600 MO005  MILO  MO6 M 0.4 M03 MO, M 0,40 M 0,35 M 5,30 M 1,70 M 0,18
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Los triglicéridos son sustancias con un alto contenido energético, ya que aportan 9
kcal/g y béasicamente desempefian una funciéon de almacenamiento o reservorio energético.
Los triglicéridos que se hallan en mayor proporcion en el aceite de oliva son aquéllos que
contienen tres moléculas de oleico (40-60 %), dos de oleico y una de palmitico (12-20 %), de
linoleico (12,0 %) o de estearico (3-7 %) y, finalmente, el triglicérido formado por una
molécula de palmitico, oleico y linoleico (5-7 %). En los lipidos de origen vegetal, como es el
caso del aceite de oliva, los 4acidos grasos saturados, como el palmitico o el estedrico,
raramente ocupan la posicion 2 del triglicérido, siendo esta caracteristica una de las bases del
reconocimiento de la presencia de aceites de origen animal, en donde esta especificidad no se
da.

En el aceite de oliva hay cinco 4cidos grasos mayoritarios (oleico, palmitico,
palmitoleico, estedrico y linoleico) y otros presentes en cantidades mas pequefias (linolénico,
miristico, margarico, margaroleico, araquidico, behénico, lignocérico y gadoleico), que tienen
establecido un limite maximo para detectar mezclas fraudulentas (Boskou, 1996) (Tabla 3).

Tabla 3.- Porcentaje de acidos grasos en el aceite de oliva (porcentajes por cromatografia de gases).
Fuente: Comision del Codex Alimentarius (1993)

Acidos grasos Acrénimo Limites
Miristico C 14:0 0,0-0,1
Palmitico C 16:0 7,5-20,0
Palmitoleico C le6:1 0,3-3,5
Heptanodecanoico C17:0 0,0-0,5
Heptanodecenoico C17:1 0,0-0,6
Estearico C 18:0 0,5-5,0
Oleico C 18:1 55,0 — 83,0
Linoleico C18:2 3,5-21,0
Linolénico C18:3 0,0-1,5
Araquidonico C 20:0 0,0-0,8
Eicosanoico C 20:1 No especificado
Behénico C22:0 0,0-0,2
Lignocérico C24:0 0,0-1,0

La composicion de los acidos grasos del aceite de oliva estd influenciada por
numerosos factores, entre los que destacan: latitud, clima (sequia), variedad, época de
recoleccion, grado de madurez de las aceitunas, etc. (Tiscornia et al., 1982; Garcia Olmedo et
al., 1989). Debido a estas causas, los dcidos grasos mayoritarios pueden presentar variaciones
en sus porcentajes segiin campafias y zonas de produccion (Civantos et al., 1992). Podemos

definir el aceite de oliva como aceite rico en acidos monoinsaturados (oleico) y de bajo
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contenido en poliinsaturados (linoleico y linolénico). Los porcentajes de oleico y de linoleico,
y la relacion entre ambos, son pardmetros que pueden clasificar diferentes tipos de aceites de
oliva. A mayor valor de la relacién, mayor sera su estabilidad (resistencia al enrancimiento).
Los acidos grasos se presentan en estado liquido a una temperatura que depende de la
longitud y de la insaturacion de la cadena de carbonos. A mayor longitud y menor
insaturacion, mas elevado es su punto de fusion. Los dobles enlaces son puntos vulnerables de
los aceites, por ser susceptibles al ataque del oxigeno del aire, ya sea a nivel celular o

posteriormente una vez extraido.

I. 2. 5. 2. Fraccion insaponificable

Resulta enormemente dificil determinar todos los componentes menores del aceite de
oliva debido a su complejidad y a su baja concentracion en el mismo. La fraccion
insaponificable del aceite se obtiene tras la saponificaciéon con un hidréxido alcalino y la
extraccion con un disolvente. Lo conforman compuestos como los alcoholes de ceras,
hidrocarburos, alcoholes alifaticos, esteroles, tocoferoles, carotenoides, clorofilas y
compuestos fendlicos. Los procesos de refinado reducen considerablemente la cantidad de
materia insaponificable, por lo que, si bien no afecta su contenido energético, si altera
notablemente su valor biologico y calidad nutritiva. La fraccion insaponificable supone entre

el 0,5 % y el 1,5 % del peso del aceite de oliva (Tabla 4).

l.2.5.2. 1. Tocoferoles

Los tocoferoles son derivados isoprenoides que difieren entre si por el nimero y
posicion de algunos grupos metilos. Tienen una presencia importante en el aceite de oliva. La
forma a-tocoferol representa el 90-95% del total. Es la més activa bioldégicamente por su
accion como antioxidante natural (vitamina E), representando una valiosa fuente nutritiva. El
proceso de la refinacion del aceite elimina en gran parte este tipo de sustancia, de ahi la

importancia del consumo de aceite de oliva virgen (Cert, 1998).

l. 2. 5. 2. 2. Derivados fendlicos

Los derivados fenolicos son los componentes del insaponificable que mas pueden
influir en la calidad del aceite, pues su presencia serd determinante, tanto para la estabilidad
frente a la oxidacion, como para las propiedades sensoriales que exhiba éste (Solinas et al.,

1990; Cert et al., 1996).
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Tabla 4.- Componentes de la fraccion insaponificable del aceite de oliva. Fuente: Mataix y Martinez, 1988.

Compuestos Cantidad o proporcién Funcién
Terpenos:
Escualeno 300-700 mg/ 100 g de aceite Provitamina A
Carotenos 0,5-10 mg/kg (como B-caroteno) Coloracién
Clorofilas: 0a?9,7 ppm Coloracién
(Pigmentos) Autoxidacién
Tocoferoles: 70 -300 mg/kg
a-tocoferol >93 % Vitamina E
By o -tocoferol <10 % del total de tocoferoles Antioxidantes
3-tocoferol <L5%
Esteroles : 80 - 240 mg/kg
Campesterol 2,0-3,0
Estigmasterol 1,0 -2,0 % (respecto ala fraccion de esteroles) Actividad
Hipocolesterolémica
B-Sitosterol 95,0-97,0 %
50 - 500 mg/kg Antioxidantes
Compuestos - , .
e ( Expresado como acido cafeico ) propiedades
Fenolicos A
organolépticas
Compye:stos Alcoholes, cetonas, ésteres, derivados furdnicos, etc. | Aroma
Aromaticos

Los compuestos fenolicos presentes en el aceite de oliva son parte de la fraccion polar
que se obtiene normalmente por extraccion del aceite con metanol/agua. Su papel ha sido
extensamente investigado desde los afios 60. Hasta ahora no se ha propuesto ningin método
estandar u oficial para la determinacion de los compuestos fendlicos del aceite de oliva, y los
valores encontrados por diversos investigadores apenas pueden ser comparados en lo
referente al contenido de polifenoles totales y a los porcentajes individuales. Actualmente el
método mas usual para la identificacion de los compuestos fendlicos es la cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) con deteccion UV-Vis. Los anélisis cromatograficos del aceite
han mostrado la presencia de diversos acidos fendlicos (cafeico, p-cumarico, vanillico), de
flavonas (apigenina y luteolina), y principalmente de dos alcoholes fenodlicos (tirosol e
hidroxitirosol), que provienen de la hidrdlisis de la oleuropeina, una molécula muy compleja
extraordinariamente amarga (glucdsido del éster heterosidico del acido elendlico y el 3,4-
dihidroxifeniletanol), pero que al ser soluble en agua, se pierde en la fase acuosa durante la
extraccion y apenas se halla presente en el aceite en su forma completa (Amiot et al, 1989).

La accion estabilizadora de estas sustancias, en especial del hidroxitirosol (Ragazzi y
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Veronese, 1973; Vazquez-Roncero et al., 1975), es debido a que actuan como inhibidores
naturales de la oxidacion. El hidroxitirosol esta presente en grandes cantidades en los aceites
estables y de buena calidad, desapareciendo en los viejos y mal conservados, pareciendo ser el
principal responsable de la actividad antioxidante de los polifenoles del aceite, mientras que el
tirosol esta presente en ambos tipos de aceite (Vazquez-Roncero et al., 1975). Los derivados
fenolicos mayoritarios en el aceite de oliva virgen son habitualmente los derivados
secoiridoideos del tirosol e hidroxitirosol (Montedoro et al., 1993).

El aceite de oliva contiene compuestos fenolicos simples y complejos que incrementan
su estabilidad oxidativa y mejoran considerablemente su flavor. En aceites de variedades
italianas, Montedoro et al.; (1992b) revelaron un amplio rango en el contenido de compuestos
fenolicos (expresados en ppm de acido galico), subdividiéndolos en tres grupos: aceites de
contenido bajo (50-200 ppm), medio (200-500) y alto (500-1000). En aceites espafioles
también se ha observado una gran variabilidad en el contenido de polifenoles (50-500 ppm de
acido cafeico) (Vazquez-Roncero, 1978). Esta variabilidad depende de: la variedad, cultivo y
grado de madurez de las aceitunas (minimo cuando las aceitunas estan muy maduras), del
estado sanitario y conservacion de las aceitunas (las aceitunas dafiadas o conservadas mucho
tiempo sufren fenémenos de oxidacion y de hidrdlisis formando derivados con mayor
polaridad y solubilidad en agua) y del sistema de extraccion del aceite (conforme aumenta el
agua utilizada en la extraccion disminuye su contenido) (Fedeli, 1993; Kiritsakis, 1991). En la
Tabla 5 se resumen los compuestos fenolicos mas importantes identificados en el aceite de
oliva virgen (Gariboldi et al., 1986; Maestro Duran y Padilla, 1990; Nergiz y Ufal 1991a;
Montedoro et al., 1992a, 1993; Tsimidou et al.; 1992; Cortesi et al.; 1995a; Cortesi et al.,
1995b; Angerosa et al., 1995).

El conjunto formado por el tirosol, el hidroxitirosol y sus diferentes derivados
constituye el grupo fenoélico mas abundante en el aceite de oliva (representa un 50 % de los
polifenoles totales), ya detectados por Ragazzi y Veronese (1973). Fueron cuantificados por
cromatografia gaseosa con detector de ionizacion de llama (Schultz y Herrman, 1980;
Forcadell et al., 1987) y por HPLC con detector UV-Vis (Solinas y Cichelli, 1982; Amiot et
al., 1986; Nergiz y Ufial, 1991b; Tsimidou et al., 1992; Montedoro et al., 1992; Akasbi et al.,
1993). Se han identificado diferentes derivados de estos compuestos, un isdémero de la
aglucona de la oleuropeina y la forma dialdehidica del 4cido elendlico ligada al tirosol y al
3,4-dihidroxifeniletanol (Montedoro et al., 1993). Los acidos cinamicos y elenolicos en forma
libre o esterificada también han sido incluidos como componentes de la fraccidon polar del

aceite de oliva virgen.
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Tabla 5.- Compuestos fendélicos encontrados en el aceite de oliva virgen

Tirosol (a) Acido protocatéquico  (a, b)
Hidroxitirosol (a, b, c) Ac. P-hidroxibenzoico (a, b, c)
Aglucona de oleuropeina (b, ¢) Acido o-cumarico (a)
Apigenina Acido vanillico (a)
Luteolina Acido cafeico (a)
Quercetina Acido hidroxicafeico

Acido p-cumarico Acido siringico

Acido gentisico Acido sinapico

Acido shiquimico Acido quinico

(a) Muy importante cualitativa y cuantitativamente

(b) Efecto antioxidante

(c) Efecto en las caracteristicas organolépticas

Algunos compuestos son destruidos o transformados durante el proceso de obtencion
del aceite de oliva. De acuerdo con Emmons et al. (1996), los 4cidos benzoico y cinamico son
producidos por la hidrolisis de los flavonoides. Las B-glucosidasas enddgenas hidrolizan la
oleuropeina (Owen et al.; 2000) separando la molécula de glucosa y dando lugar al aglucon
(Montedoro et al., 1993), muy inestable, el cual mediante equilibrios tautoméricos ceto-
énolicos que implican la apertura del anillo heterociclico (Angerosa et al., 1996, Uccella,
2001), originan un isdémero con una estructura denominada forma aldehidica de la aglucona
de la oleuropeina (FAAO) (Harborne, 1989) (Esquema 1). En un proceso similar, a partir de
la demetiloleuropeina se obtiene otro aglucon, que se puede descarboxilar e isomerizar a la
estructura dialdehidica, dando la forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina
descarboximetilada (FDAO) (Fito et al., 2000; Brenes et al., 1999; Alcudia et al., 2003). Los
compuestos homologos derivados del tirosol, la forma aldehidica de la aglucona del
ligustrésido (FAAL) (Véazquez-Roncero et al., 1974) y la forma dialdehidica de la aglucona
del ligustrosido descarboximetilado (FDAL) (Mateos et al., 2003), se supone que derivan del
ligustrosido (Castro et al., 2000) y del dimetilligustrésido (Codex Alimentarius, 2002)
mediante mecanismos similares (Montedoro et al., 1993).

Entre los fenoles presentes en los aceites de oliva procedentes de aceitunas
‘Arbequina’, ‘Empeltre’ u ‘Hojiblanca’, destaca la presencia de un compuesto identificado
como hidroxitirosol acetilado (Brenes et al., 1999). También se han identificado en el aceite
de oliva dos compuestos de tipo lignano (1-acetoxipinoresinol y pinoresinol), que pueden
llegar a representar hasta el 50 % de la fraccion fenolica de algunos aceites espafioles (Brenes

et al., 2000b; Owen et al., 2000a).
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Esquema 1: Mecanismo propuesto para la formacion de los derivados secoiridoideos del hidroxitirosol (FDAO

y FAAQ) y tirosol (FDAL y FAAL) detectados en el aceite de oliva.




Mateos et al. (2001) han puesto a punto un método que permite la extraccion,
fraccionamiento y cuantificacion de los derivados fendlicos presentes en un aceite mediante el
uso de extraccion en fase solida (SPE) con columnas tipo Diol y un posterior analisis del

extracto por HPLC (Tabla 6y Cromatdgrama 1).

Tabla 6.- Compuestos fenolicos presentes en los aceites de oliva virgenes (Mateos et al. 2001)

Clave
N° Pico | Compuesto Fenolico
la Hidroxitirosol
2a Tirosol
3 (1Sy) Acido p-Hidroxifenilacético
4 Acido Vanillico
l Vanillina
8 Acido p-Cumarico
11 (1S,) Acido 0-Cumarico
13 Acido Cinamico
14 Luteolina
15 Apigenina
16 Acetato de Hidroxitirosol
17 Acido Elenélico
18 FDAOD: Forma Dialdehidica de la Aglucona de la Oleuropeina Descarboximetilada
19 FDAO: Forma Dialdehidica de la Aglucona de la Oleuropeina
20 FDAL: Forma Dialdehidica de la Aglucona del Ligustrésido
21 Pinoresinol
22 1-Acetoxi-Pinoresinol
23 FAAOQO: Forma Aldehidica de la Aglucona de la Oleuropeina
24 FAAL: Forma Aldehidica de la Aglucona del Ligustrésido

Otros compuestos fenolicos detectados de interés son los acidos protocatéquico,
vanillico, p-cumadrico y sindpico, o las flavonas, apigenina y luteolina. Esta tltima es un
potente secuestrante de radicales libres y se cree que posee propiedades anticarcinogénicas
(Yang et al.,, 2001). Las formulas quimicas de algunos de los compuestos fenodlicos

encontrados en el aceite de oliva.
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Cromatégrama 1.-. Ejemplo de cromatdgrama de compuestos fendlicos aislados en aceite de oliva virgen de
variedad “Picual” por extraccion en fase sélida (EFS) y cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE).
Longitud de onda A = 335, 235y 280 nm. (Ver Tabla 9) Fuente: Mateos et al., (2001)

I. 2. 5. 2. 3. Fitoesteroles
Otros componentes de la fraccion insaponificable son los fitoesteroles, cuya
concentracion en el aceite de oliva oscila entre 80 y 265 mg/100g (Kiritsakis et al., 1987;

Gutiérrez et al., 1999; Jiménez et al.,, 2001). El mas abundante es el [B-sitosterol, que
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constituye el 90-95 % del total de los esteroles del aceite, y cuya presencia contribuye a
disminuir la absorcion de colesterol. En menor proporcion se encuentran el campesterol (< 4

%) y el estigmasterol (3 %).

I.2.5. 2. 4. Hidrocarburos

Los hidrocarburos constituyen del 32 al 50 % de la fraccion insaponificable (Jiménez
et al., 2001). El principal es un poliinsaturado lineal, el escualeno (CsoHsg), y su presencia
puede llegar a alcanzar el 40 % del peso total de hidrocarburos (Boskou, 1998), lo que se
traduce en 125-750 mg por cada 100 g de aceite de oliva virgen (Smith, 2000), cantidad
superior a la detectada en otros aceites vegetales (Mataix et al., 1988). Otro hidrocarburo
importante de la fraccion insaponificable es el B-caroteno, con actividad antioxidante y
considerado como precursor de la vitamina A (retinol). Junto con la clorofila es el responsable
de la coloracion del aceite. La concentracion de -caroteno en el aceite de oliva es muy baja 'y
oscila enormemente, entre 0,03 y 0,50 mg/100g (Jiménez et al., 2001; Kiritsakis et al., 1987).
El contenido en B-caroteno del aceite de oliva depende de diversos factores, como las
caracteristicas del cultivo (ecoldgico, integrado o convencional), el manejo de la aceituna

desde la recoleccion y los sistemas de extraccion (Mataix et al., 1988).

I. 2. 5. 2. 5. Alcoholes terpénicos
Otros compuestos de interés son los alcoholes triterpénicos (uvaol y eritrodiol), que se
utilizan para detectar mezclas fraudulentas, puesto que un exceso en su contenido indica la

presencia de aceites extraidos mediante disolventes.

I. 2. 5. 2. 6. Pigmentos

Los pigmentos que pueden encontrarse en esta fraccion son los clorofilicos (feofitina
a, feofitina b, clorofila a, clorofila b y feoforbida a) y los carotenoides (j-caroteno, [3-
criptoxantina, luteina, anteraxantina, mutatoxantina, violaxantina, neoxantina, y xantofilas
esterificadas). Siendo los mayoritarios la feofitina a, la luteina y el B-caroteno, ya mencionado
en el apartado de hidrocarburos. Los carotenoides, al parecer, estan implicados en la
activacion del sistema inmunologico (resfriados e infecciones), siendo su ingesta
recomendable (Foote et al., 1970; Luxia et al., 1996). Los pigmentos clorofilicos se
comportan como antioxidantes en ausencia de luz, pero como prooxidantes en su presencia

(Gutiérrez-Rosales et al., 1992). Las clorofilas, cuya cantidad puede variar en funcion de
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numerosos factores, ejercen una accion de excitacion del metabolismo, de estimulo del
crecimiento celular y de la hematopoyesis (Perrin, 1992). La proporcién de carotenos y
clorofilas define la tonalidad del aceite. Los aceites refinados carecen de ellos, pues se pierden

durante el proceso de decoloracion.

I.2.5.2.7. Volatiles

Los componentes volatiles son un conjunto de sustancias de muy diverso origen
(hidrocarburos, alcoholes, terpenos, aldehidos, cetonas, ésteres, etc.) que tienen en comun
presentar una baja presion de vapor y un relativamente bajo peso molecular (Olias-Jiménez et
al., 1980). Estos compuestos son los responsables del aroma caracteristico del aceite de oliva
virgen. El proceso de refinacion también elimina estos compuestos, dando lugar a aceites
practicamente inodoros. Este es uno de los motivos por los que se afiade aceite de oliva virgen

al aceite refinado, para destinarlo al consumo como “aceite de oliva” (Cert, 1998).

I. 2. 5. 2. 8. Otros componentes

También es comlin encontrar en el insaponificable fosfatidos procedentes de los restos
de la saponificacion de fosfolipidos, como la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, que se
disuelven en el aceite tras la rotura de las membranas plasmaticas de las células del fruto en el
proceso de molienda (COI, 1997).

Finalmente, el aceite de oliva puede contener metales pesados como el hierro o el
cobre, que aunque normalmente son de origen natural pueden provenir de materiales externos.
Estos elementos tienen cardcter prooxidante por lo que su presencia es perjudicial para la
calidad del aceite. Su concentracion en el aceite estd limitada, respectivamente, a 3 mg de

hierro y 0,1 mg de cobre por kg de aceite.

I. 2. 6. Produccion, consumo, exportacién e importacion

El aceite de oliva representa so6lo el 3,3 % de la produccion mundial del conjunto de
aceites y grasas vegetales, en la cual los aceites mas importantes son los de soja, girasol,
palma, maiz y colza, aunque cada afio aumenta su presencia en el mercado internacional
(FAO, 1995). Sin embargo, si se considera la Comunidad Economica Europea
exclusivamente, este porcentaje se eleva a un 43 %, pese a que la mayoria de los paises
integrantes de la misma no son productores. Espafia e Italia producen en conjunto mas de la

mitad del aceite de oliva mundial, aunque las cifras varian segtn las cosechas. En Andalucia
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el cultivo del olivo tiene una especial importancia, supone un 25 % de la superficie total
cultivable.

La produccion media del periodo 1998/99-2001/02 fue de 2.534.000 toneladas., dato
elevado debido al peso de la extraordinaria cosecha de 2001/02. Para la campana 2003/04, la
produccion mundial de aceite de oliva alcanzo6 unas 3.145.000 toneladas. (COI, 2006). Dicha
cifra se considerara un récord histdrico, pues supera en 628.000 toneladas a la media de las

cuatro campanas anteriores y en 593.000 toneladas a la campaiia precedente (Tabla 7).

Tabla 7.- Producciéon mundial de Aceite de oliva* (miles de Tm). Fuente: COI (Noviembre 2006)

1998/9 | 1999/0 | 20001 | 2001/2 | 2002/3 | 2003/4 | 2004/5 | 2005/6 | 2006/7
(Prov.) | (Prov.)
Argelia 545 | 335 | 265 | 255 150 | 695 | 335 | 360 | 400
Argentina 6,5 11,0 4,0 10,0 11,0 13,5 18,0 24,0 14,0
Chipre 2,5 3,5 5,5 6,5 7,0 - - - -
CE 17070 | 1878.5 | 19405 | 24635 | 19425 | 24480 | 2357.0 | 19460 | 2144.0
Croacia 5,0 9,0 5,5 5,0 7,0 3,0 5,0 5,0 5,5
Iran 2.5 2.5 3.0 2.5 1.5 2.5 4.0 4.5 6.0
Israel 4.5 2.5 7.0 3.5 9.0 3.0 9.0 3.0 3.5
Jordania 215 6.5 270 | 140 | 280 | 250 | 290 | 220 | 360
L fbano 7.0 5.0 6.0 5.0 6.0 7.5 6.0 5.5 5.5
Maruecos 650 | 400 | 350 | 600 | 450 | 1000 | 500 | 750 | 800
Palestina 5.5 2.0 200 | 180 | 215 5.0 200 | 100 | 160
Siria 1150 | 810 | 1650 | 920 | 1650 | 1100 | 1750 | 1000 | 1540
Tunez 2150 | 2100 | 1300 | 350 | 720 | 2800 | 1300 | 2200 | 1300
Turquia 1700 | 700 | 1750 | 650 | 1400 | 790 | 1450 | 1150 | 1400
Australia 0.5 0.5 1.0 1.0 2.0 2.5 5.0 9.0 13.0
Egipto 0.5 2.5 0.5 1.5 5.0 2.0 2.5 2.5 3.0
EE.UU. 1.0 1.0 0.5 0.5 1.0 1.0 15 15 1.0
Libia 8.0 7.0 4.0 7.0 6.5 2.5 12.5 9.0 11.0
Méjico 2.5 1.0 1.5 2.0 2.5 2.5 2.5 2.5 2.0
Yugos/Mont. | 1.0 1.0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Otros 7.5 6.5 7.5 7.5 7.5 7.0 7.0 8.0 10.0
Productores
Total
v | 24025 | 23745 | 25655 | 28255 | 24955 | 31740 | 30130 | 25990 | 28200

* Incluido Aceite de orujo de oliva. (Prov.): Provisional.

En cuanto al consumo, éste también se centra en la Cuenca Mediterranea (94,6 %).
Destacan los consumos de tres paises: Italia, Espafia y Grecia con, en conjunto, un 70 % del
total mundial. La Comunidad Europea y Estados Unidos consumen cerca del 77 % del total
mundial, con participaciones respectivas del 69,8 % y el 7 %. Considerado de forma global, el
consumo ha aumentado de manera mas acelerada que la produccién, lo que lleva hacia una

progresiva reduccion de los excedentes. Ello se debe principalmente a un aumento del auto
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consumo de los paises productores, pero también a una penetracion, aunque lenta, en los
mercados de los paises sin tradicion olivarera y econdémicamente fuertes como son Australia,
Canada, los paises del centro y del norte de Europa, Estados Unidos o Japon. Este auge que
experimenta el comercio del aceite de oliva en su competencia con otros aceites comestibles
no es debido a su competitividad econdémica, ya que cualquier aceite de semilla tiene un coste
de produccion mucho mas reducido, fundamentalmente al no requerir el elevado coste de la
recogida manual. La competitividad del aceite de oliva viene dada por su calidad intrinseca,
superior a cualquier otro aceite comestible. La propiedad fundamental que le confiere esta
primacia es su cardcter de zumo de fruta que no ha sufrido en su extraccion tratamiento
quimico alguno, por lo que no debe llevar trazas de disolventes orgdnicos ni necesita la
presencia de aditivos, puesto que el aceite de oliva virgen posee antioxidantes naturales en su
propia constitucion (Boschelle et al., 1994). La obtencioén y el mantenimiento de la calidad
debe ser prioritaria para los diversos sectores que comprende esta industria: produccion,
extraccion y comercializacion. El objetivo de calidad debe ir dirigido no solo a la exportacion,
sino preferentemente a los consumos internos de las zonas productoras, que seran siempre los
grandes consumidores de aceite de oliva.

Las proyecciones futuras indican un aumento de la produccion mundial que pasara de
2.516.000 toneladas para el periodo 2001/05 a 2.900.000 toneladas para el periodo 2016/20 en
tanto que se espera que el consumo mundial alcance a absorberlas. Las reservas finales se van
a mantener en niveles cercanos al millon de toneladas (Tabla 8).

En el mercado mundial se registr6 un fuerte aumento de las importaciones a partir de
la campafia 2003/04, en la que se alcanzé un maximo historico de 663.000 toneladas,
manteniéndose desde entonces de manera sistematica en valores superiores a las 600.000
toneladas, mientras que en las campafias anteriores raramente se superaban las 500.000
toneladas (Tabla 9) (COI, 2006). Sin embargo, en el futuro situaciones como el aumento de
los precios en los mercados de referencia europeos (Jaén, Bari, Heraclion y Mesina) o la
revalorizacion del euro frente al dolar o el yen hacen que se puedan ver afectadas las
importaciones a paises como Japon, Brasil, Canad4 o Estados Unidos.

La aceptacion del aceite de oliva en los nuevos mercados a los que ha logrado acceder
no se debe solamente a sus indudables propiedades nutritivas y de salud, ni, por su puesto, a
su precio, que es elevado en comparacion con cualquiera de sus competidores, sino
principalmente a que constituye un ingrediente basico de la dieta mediterranea tradicional,
considerada como la mas sana y equilibrada, siendo cada vez mas valorada fuera del ambito

exclusivo del mediterraneo. Esta imagen es producto de un trabajo de marketing, de
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promocion y publicidad a través de campaias, tanto genéricas (del COI o de los principales

paises productores de la Union Europea), como especificas para distintas marcas comerciales

(desarrolladas por las propias empresas exportadoras y distribuidoras en destino). Més

importante aun es el esfuerzo que se requiere para asegurar a los consumidores, tanto a los

nuevos como a los tradicionales, la genuinidad del aceite de oliva que llega a los mercados.

Tabla 8.- Consumo mundial de Aceite de oliva* (miles de Tm). Fuente: COI (Noviembre 2006)

1998/9 | 1999/0 | 2000/ | 2001/2 | 20023 | 2003/4 | 2004/5 | 2005/6 | 200677
(Prov.) | (Prov.)

Argelia 440 | 40 | 260 | 250 | 210 | 600 | 380 | 415 | 380
Argentina 8.0 7.0 6.0 5.5 5.5 5.5 5.0 5.5 5.0
Chipre 25 4.0 5.0 5.5 6.0 i i i -
CE 17000 | 17280 | 1835.0 | 18945 | 19185 | 19975 | 2079.0 | 1885.0 | 2110.0
Croacia 4.0 8.5 6.5 5.0 6.5 4.0 45 5.0 55
Iran 25 25 3.0 2.0 15 3.5 5.0 6.5 8.0
Israel 9.5 1.5 3.5 145 15.0 3.5 16.0 17.0 16.0
Jordania 19.0 9.0 170 | 200 | 250 | 240 | 250 19.0 19.0
Libano 9.0 8.0 8.0 7.0 45 5.0 5.0 5.5 5.0
Maruecos 550 | 550 | 450 | 600 | 600 | 700 | 380 | 550 | 450
Palestina 4.0 4.0 8.0 10.0 12.0 12.0 10.0 10.0 10.5
Siria 830 | 900 | 1100 | 860 | 1285 | 1500 | 1350 | 940 | 100.0
Tunez 290 | 600 | 580 | 280 | 300 | 560 | 440 | 380 | 380
Turquia 850 | 600 | 725 550 | 500 | 460 | 600 | 500 | 60.0
Australia 240 | 255 310 | 275 315 345 | 325 | 345 | 350
Egipto B35 | 250 | 250 | 225 | 210 | 235 | 265 | 260 | 280
EE.UU. 1.0 15 10 15 3.5 2.0 25 25 3.0
Libia 1510 | 1695 | 1945 | 1885 | 1840 | 2165 | 2155 | 2150 | 2260
M&jico 16.0 1.0 7.0 8.0 8.5 14.5 12.0 9.0 11.0
Australia 5.0 5.0 6.5 8.0 2.0 12.0 12.0 11,5 11.0
Yugos. /Mont. | 1.0 1.0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Otros 2.5 13.0 13.0 14.0 145 3.5 13.0 12.0 3.5
Productores
A. Saudita 55 5 20 5.0 7.0 75 55 45 5.0
Canada 185 | 230 | 245 | 240 | 250 | 260 | 320 | 260 | 300
Japon 285 | 270 | 300 | 315 305 320 | 320 | 300 | 330
Rusia 2.0 3.0 4.0 4.0 6.0 7.0 9.0 6.0 9.0
Suiza 6.0 8.0 8.0 9.0 10.0 11.0 11.0 10.5 11.0
Taiwan 7.0 6.0 8.0 6.5 5.5 4.0 4.5 4.0 4.0
Otros no 230 | 200 | 200 | 380 | 340 | 310 | 505 | 4ls | 490
Productores
Total Mundial | 24130 | 24425 | 25005 | 26065 | 2677.5 | 28825 | 29235 | 26655 | 2929,0

* Incluido Aceite de orujo de oliva. (Prov.) Provisional

Es preciso obtener un producto cada vez de mejor calidad, seguro para los

consumidores y respetuoso con el medio ambiente, llegando asi a mayor nimero de personas
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que demandan productos alimenticios con esas caracteristicas, estudiando sus gustos para asi

aportarles “aceites a la carta” con el fin de abarcar méds mercado, sirviéndonos de la

competitividad del aceite de oliva que viene dada por su calidad intrinseca, superior a

cualquier otro aceite comestible por su caracter de zumo de fruta.

Tabla 9.- Importaciones mundial de Aceite de oliva* (miles de Tm). Fuente: COI (Noviembre 2006)

1998/9 | 1999/0 | 2000/1 | 2001/2 | 2002/3 | 2003/4 | 2004/5 2005/6 | 2006/
(Prov.) | (Prov.)

Argelia 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Argentina 3,5 2,0 55 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0
Chipre 0,5 0,5 0,0 0,0 0,0 - - - -
CE 2255 116,5 1270 425 93,5 231,5 186,0 183.5 160,5
Croacia 0,5 1,0 2,0 1,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Iran 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,5 2,0 2,0
Israel 5,0 10,0 7,0 10,5 6,0 10,5 7,5 14,0 8.5
Jordania 0,0 1,5 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Libano 3,5 3,0 2,0 2,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,5
Maruecos 0,5 4,0 4.5 5,0 10,5 1,5 1,5 0,0 0,0
Palestina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Siria 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tlnez 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Turqguia 1,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Australia 23,5 25,0 30,0 26,5 31,5 31,0 28,5 29,0 27,0
Brasil 23,5 25,0 25,0 22,5 21,0 23,5 26,5 26,0 28,0
Egipto 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
EE.UU. 155,0 175,0 200,0 193,0 191,5 226,0 221,0 2240 2405
Libia 10,0 1,0 3,0 1,0 2,0 2,0 0,0 0,0 0,0
Méjico 2,5 4,0 5,0 6,0 10,0 10,0 10,0 9,0 10,0
Yugos./Mont. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Otros 5,5 6,5 6,5 6,5 7,5 7,0 7,0 5,0 3,0
Productores
Arabia Saudita 5,5 4.5 4,0 5,0 7,0 7,5 5,5 4,5 5,0
Canada 18,5 23,0 25,5 24,0 25,0 26,0 32,0 26,0 30,0
Japoén 28,5 27,0 29.0 31,5 30,5 32,0 32,0 30,0 33,0
Rusia 2,0 3,0 4,0 4,0 6,0 7,0 9,0 6,0 9,0
Suiza 6,0 8,0 8,0 9,0 10,0 11,0 11,0 10,5 11,0
Taiwan 7,0 6,0 8,0 6,5 5,5 4,0 4,5 4,0 4,0
Otros no 23,0 29,0 20,0 38,0 34,0 31,0 50,5 41,5 49,0
productores
Total Mundial 551,0 479,0 517,0 437,0 4925 663,0 634,0 615,5 623,5

* Incluido Aceite de orujo de oliva, (Prov.) Provisional
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I. 2. 7. Propiedades dietéticas del aceite de oliva

Falder-Rivero (2003) resumi6 las principales ventajas dietéticas que conlleva el
consumo del aceite de oliva:
* El aceite de oliva, tanto en crudo como usado en frituras, es el mejor tolerado y mas
adecuado para el consumo humano, debido al perfecto equilibrio entre sus acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados.
* Su accion sobre estomago e intestinos es muy positiva, ya que protege las mucosas,
disminuyendo el riesgo de ulceras gastricas o duodenales. Tomado en ayunas, resulta un
suave laxante que corrige el estrefiimiento cronico. Por otra parte, estimula la vesicula biliar e
inhibe la secrecion durante el vaciado, previniendo la formacion de célculos biliares.
* El balance entre sus acidos grasos esenciales es muy similar al de la leche materna. Su
consumo regular en la etapa infantil evita problemas y retrasos en el crecimiento y posibles
alteraciones cutdneas, hepaticas y del metabolismo. Paralelamente, es altamente
recomendable en la dieta de los ancianos, puesto que favorece la asimilacion de minerales y
vitaminas, ayuda a fijar el calcio (reduciendo el riesgo de osteoporosis), es digestivo, y
apetitoso.
* El aceite de oliva tiene triglicéridos formados principalmente por acido oleico. Las
moléculas lipoproteicas de la sangre presentan dos modalidades: compactas, de alta densidad,
llamadas HDL —high density lipoprotein—, que transportan el colesterol y lo retienen mas
eficazmente que las otras esponjadas (baja densidad), llamadas LDL -low density
lipoprotein— que lo liberan mas facilmente en el torrente sanguineo, depositdndose en las
arterias. La presencia de oleico favorece la formacion de HDL. Este efecto ayuda a prevenir la
arterioesclerosis, reduciendo sensiblemente el riesgo de trombosis arterial y de infarto.
* El aceite virgen de oliva contiene vitamina E y otras sustancias antioxidantes (compuestos
fendlicos), lo que de alguna forma retrasan el envejecimiento humano.
* Favorece la accion de la insulina y alivia el problema de la diabetes.
* Contiene provitamina A, liposoluble, contenida en los carotenos, antiinfecciosa y
antixeroftalmica.
* Comunican, especialmente los virgenes, buenos sabores a ensaladas y salsas.
* Resiste sin degradarse temperaturas de cerca de 300 °C, siendo ideal para frituras.

* Favorece la calidad de las conservas de pescado en relacion con otros aceites vegetales.
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I. 2. 8. La pérdida de calidad, problematica fundamental

Como el factor fundamental en la expansion del consumo de aceite de oliva virgen es
su calidad, la pérdida de ésta es el principal problema que se le plantea a la industria olivarera.
Cerca del 80 % de los aceites producidos en la region mediterranea presentan caracteristicas
defectuosas que los hacen inadecuados para el consumo en la forma en que se obtienen, si no
se someten previamente al proceso de refinacidon, con el consiguiente coste econdmico, la
pérdida del carécter virgen (pues requiere un procesamiento quimico) y la pérdida del valor
nutricional y comercial original. El camino de la expansion del consumo y, por lo tanto, del
mercado pasa por una mejora sustancial en la calidad de la produccion obtenida, aunque ello
represente un aumento del costo de produccion, ya que el aceite de oliva siempre sera mas

caro que el resto de aceites comestibles debido principalmente al elevado costo de su cosecha.

I. 2. 8. 1. Principales tipos de deterioro del aceite de oliva virgen.

En general los aceites de oliva virgenes presentan dos clases principales de alteracion:
la alteracion hidrolitica, como consecuencia de la rotura de los enlaces tipo éster de los
glicéridos, y la oxidativa por causa de la oxidacién de los acidos grasos insaturados que
constituyen dicho aceite. Tradicionalmente la alteracion hidrolitica se cuantifica por la acidez
titulable presente en el aceite, que es debida a la presencia de acidos grasos libres. Segln la
legislacion vigente el grado de alteracion oxidativa se determina mediante diferentes indices
analiticos. El indice de peroxidos da una idea de la fase de alteracion inicial de los aceites por
la formacion de hidroperoxidos a partir de los acidos grasos insaturados presentes. La
absorbancia de los aceites a 232 nm permite evaluar la presencia de conjugacioén en acidos
grasos poliinsaturados, consecuencia de su oxidaciéon. La absorbancia a 270 nm indica la
concentracion de compuestos carbonilicos, que se forman en las fases mas avanzadas del
proceso oxidativo de los acidos grasos. Por tultimo, la valoracion sensorial realizada por un
panel analitico de catadores cuantifica de manera global la calidad del aceite de acuerdo con

los atributos sensoriales (Tabla 2).

I. 2. 8. 2. Mecanismos responsables de la pérdida de calidad de los aceites de oliva
virgenes

La alteracién de la molécula de triglicérido original puede responder a mecanismos
simplemente quimicos debidos a las condiciones en que el aceite ha sido almacenado tras su
extraccion. La presencia de un exceso de humedad por una inadecuada separacion del agua,

que arrastra el material hidrosoluble presente en la aceituna, vulgarmente denominado
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alpechin, puede inducir la hidrélisis quimica de los enlaces éster del triglicérido, provocando
la liberacion de acidos grasos y la aparicion de moléculas de mono- y di- glicéridos. Al
mismo tiempo la presencia en el aceite de restos de alpechin confiere atributos sensoriales
negativos al aceite, haciéndolo rechazable para el consumidor. El contacto del aceite con el
oxigeno atmosférico, sobre todo en presencia de luz, induce su oxidacion por un proceso
quimico autocatalitico que lleva a la formacion de multiples compuestos de alteracion, que a
la postre seran responsables del enranciamiento del producto. Sin embargo, la principal causa
de la degradacion de los aceites virgenes ocurre antes de la extraccion del aceite, en el propio
fruto y como consecuencia de actividades enzimadticas, tanto internas de la propia aceituna,
como externas de los agentes que la parasitan. Estas actividades pueden ser de los dos tipos ya
citados: hidroliticas u oxidativas.

El enzima méaximo responsable de la rotura de los enlaces éster de la molécula de
triglicérido y el causante, por tanto, del aumento de la acidez titulable de los aceites es la
lipasa. Este nombre genérico incluye diversas enzimas con diferentes pesos moleculares,
distintas especificidades sobre la posicion de rotura en los tres enlaces éster de la molécula del
triglicérido y diferentes sustratos alternativos, pero con un efecto comun, la rotura del
triglicérido y el aumento en el aceite de la concentracion de compuestos de alteracion
hidrolitica. La accion de las lipasas facilita la actuacion de otros enzimas en la degradacion de
los 4cidos grasos, como es el mecanismo mas corriente para la obtencion de energia a partir
de acidos grasos libres, la f-oxidacion, que corta la cadena hidrocarbonada del acido graso
sucesivamente en moléculas de acetato. Sin embargo, desde el punto de vista de la alteracion
del aceite, tiene mas importancia la acciéon de la lipoxigenasa, enzima que forma
hidroperoxidos directamente de triglicéridos, pero con mayor eficacia en 4cidos grasos libres,
mono y diglicéridos, es decir, en los productos primarios de la accion de la lipasa. Este
enzima es el principal responsable de la oxidacion inicial de los aceites y, en consecuencia,
del aumento de su indice de perdxidos. La accidon degradativa de la actividad lipoxigenasa es
continuada por un grupo de enzimas de diferente indole (liasas, isomerasas, etc), que en
conjunto seran las responsables de la rotura del hidroperoxido y de la formacion de un amplio
abanico de compuestos oxidados, que daran lugar al aumento de la absorbancia a 270 nm y al

desarrollo de atributos sensoriales indeseables en el aceite virgen.
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I. 2. 8. 3. Factores determinantes del deterioro del aceite de oliva virgen

El deterioro del fruto e, indirectamente, del aceite que contiene puede ser debido a
factores internos o externos al mismo. El principal factor interno es la propia evolucion del
proceso madurativo del producto, que, inevitablemente, concluird con su envejecimiento y
muerte. Es por ello que el esclarecimiento de las bases que determinan este proceso sea el
objetivo principal de la fisiologia poscosecha. Por otra parte, la principal causa externa de
deterioro de los productos agricolas tras su recoleccion es debida a la accion de
microorganismos patogenos, especialmente los hongos. La tecnologia poscosecha estudia el
desarrollo de técnicas encaminadas a evitar que el fruto se deteriore una vez cosechado y/o a
que presente las condiciones comerciales idoneas en el momento de su consumo o
transformacion industrial, basandose para ello en el conocimiento aportado por los estudios
fisiologicos previos en los que se ha evaluado la repercusion del método, tanto sobre el
producto que se desea preservar, como sobre los posibles agentes causantes de su deterioro.
Es preciso estudiar la evolucion del aceite desde su sintesis hasta su extraccion para analizar

doénde radican los factores que determinan su deterioro.

I. 2. 8. 3. 1. Cambios en la composicion y caracteristicas del aceite durante la
maduracion

Conforme avanza el proceso madurativo, el contacto entre el aceite acumulado y el
citoplasma celular cada vez es mas estrecho y es mas posible que las actividades enzimaticas
localizadas en éste puedan afectarle. Este hecho esta justificado fisioldgicamente. La aceituna
sintetiza aceite con el Unico propdsito de utilizarlo de reclamo, para que los animales las
ingieran y puedan propagar sus semillas, perfectamente disefiadas para circular por el aparato
digestivo de las aves o mamiferos hasta quedar, convenientemente abonadas, en una zona
nueva por colonizar. Evidentemente, la aceituna no “desea” ser recolectada antes del tiempo
debido, es por ello que mientras su semilla no esta suficientemente protegida no comienza la
sintesis de aceite, su piel le permite estar camuflada entre el follaje del olivo y su mesocarpio
esta cargado con un compuesto altamente amargo, la oleuropeina, que puede disuadir de su
consumo a cualquier animal. Sin embargo, cuando llega el momento programado, se invierten
los términos. El fruto se hace patente en el arbol, desarrollando una nueva pigmentacion que
lo diferencia claramente de las hojas de su entorno; la oleuropeina va desapareciendo; el fruto
se ablanda y desarrolla los aromas propios de la aceituna madura, para lo que utiliza como

sustrato 4cidos grasos, que son liberados de los triglicéridos por lipasas internas y
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posteriormente metabolizados por enzimas de la ruta de la lipoxigenasa. Es decir, la aceituna
degrada su propio aceite, aunque en muy escasa medida, transformandolo en compuestos
aromaticos de reclamo. Esta degradacion promovida de manera interna serd tanto mayor
cuanto mas tiempo se le deje madurar (Garcia et al., 1996c¢).

A lo largo del proceso de maduracion del fruto se registran importantes cambios en la
composicion de acidos grasos del aceite. El conjunto de 4cidos grasos saturados desciende. El
acido oleico muestra una evolucion variable, ya que puede permanecer constante 0 mostrar un
ligero incremento en su contenido. En cuanto al acido linoleico, aumenta su porcentaje a lo
largo del proceso de maduracion del fruto. En consecuencia, la relacion entre &cidos
monoinsaturados y poliinsaturados desciende durante la maduracién (Beltran et al., 2004).
Varios estudios han mostrado la importante repercusion del grado de madurez del fruto sobre
el contenido en compuestos fenodlicos del aceite (Vazquez-Roncero et al., 1971; Cimato et al.,
1990; Gutiérrez et al., 1999). Por otra parte, el contenido en fenoles del aceite también
disminuye, al reducirse la presencia de oleuropeina en el fruto, disminuyendo el contenido de
sus antioxidantes naturales y reduciéndose también su exceso de atributos como la
astringencia, el amargor o el picante. En general, durante la maduracién se produce un
descenso en el contenido total e individual de los compuestos minoritarios del aceite. Asi,
ademas de los derivados fendlicos disminuyen también los tocoferoles y los esteroles.

El estudio de la influencia de la variedad y la fecha de recoleccion sobre el contenido
en polifenoles y el amargor del aceite de oliva, llevado a cabo por Skevin et al. (2003) en tres
variedades diferentes (‘Bianchera’, ‘Busa’ y ‘Leccidon’), mostro que el contenido en fenoles
estaba estrechamente relacionado con el grado de maduracion de los frutos. A medida que
aumentaba el grado de maduracion descendia el contenido en polifenoles totales, en
ortodifenoles y, paralelamente, también disminuy¢ la intensidad de amargor de los aceites
obtenidos. Observaron que la rapidez de la maduracion del fruto y el contenido en polifenoles
en los aceites dependia sobre todo de la variabilidad de las condiciones climaticas.

Como la estabilidad oxidativa de los aceites depende de la composicion de acidos
grasos, del contenido en polifenoles y del contenido en tocoferoles, ésta va descendiendo
como consecuencia del aumento del linoleico en el aceite, del aumento de las actividades
enzimaticas degradativas internas propias del fruto y del descenso del contenido en estos
compuestos antioxidantes a lo largo de su proceso de maduraciéon. Asi mismo, las
caracteristicas sensoriales del aceite se ven también fuertemente influenciadas por el proceso

madurativo, obteniéndose aceites cada vez mas suaves, debido, ademas de a la progresiva
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perdida en fenoles, a la disminucion de los componentes volatiles caracteristicos de los aceites
de principio de campafia (Beltran et al., 2004).

El color del aceite esta relacionado con su contenido en pigmentos, que depende de
numerosos factores, como la variedad de aceituna, las condiciones de extraccion y su grado de
maduracion en el momento de la molienda. Dependiendo del contenido en clorofilas y
carotenos de la aceituna, el color varia desde el verde intenso de los extraidos a principio de
campafa al amarillo dorado que se obtiene al final de la misma. A las clorofilas se debe el
color verde, mientras que los carotenos le confieren una tonalidad entre amarillo y rojizo. Con
el proceso madurativo se reducen ambos pigmentos, pero en mayor medida las clorofilas, de

ahi el tipico color oro de los aceites procedentes de aceitunas maduras.

I. 2. 8. 3. 2. Efecto del riego sobre la calidad del aceite de oliva

Motilva et al. (1999), en ensayos de riego realizados con la variedad ‘Arbequina’,
observaron que no habia relacion alguna entre el volumen de agua de riego aplicado y la
velocidad con que aumentaba el grado de madurez en los frutos, mostrando éstos en las cuatro
fechas de recoleccion estudiadas indices de madurez similares, independientemente del
tratamiento de riego empleado. Del mismo modo, la aplicacion de dosis crecientes de agua de
riego no parecid tener repercusion sobre los pardmetros de calidad que determinan la
categoria comercial del aceite de oliva (acidez, indice de peroxidos, absorbancia en la region
ultravioleta, etc.), o sobre los pardmetros relacionados con el estado sanitario del fruto y con
su manipulacion antes y durante el proceso de extraccion del aceite. Tampoco se afectaba el
perfil de acidos grasos en el aceite de oliva por los diferentes tratamientos de riego. Su
composicion se vio mas afectada, en cambio, por otras condiciones climaticas (temperatura,
incidencia de viento, etc). No obstante, pese a que no se observd ningun efecto en el color
externo o interno del fruto, pues el proceso madurativo se evalud subjetivamente por los
cambios en este parametro (indice de madurez), el aumento del régimen de riego incremento
el contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides del aceite. La tonalidad y el color de los
aceites siguieron, en consecuencia, una misma evolucion que los pigmentos. De hecho, se han
observado correlaciones positivas entre las coordenadas cromaticas a* y b* de los aceites y su
contenido en pigmentos clorofilicos y carotenoides. La luminosidad de los aceites (L*)
aumento, asi mismo, de una manera lineal con el agua de riego aplicada al cultivo.

En cambio, el contenido de a-tocoferol disminuy6 de una manera significativa por el

aumento de la cantidad de agua aplicada al olivo. También, se vieron afectados por el
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tratamiento de riego el contenido de polifenoles, la estabilidad oxidativa y el indice de
amargor de los aceites (Kazs). La aplicacion de dosis crecientes de agua de riego implico la
obtencion de aceites con un menor contenido de polifenoles. Segiin estos autores, esta
reduccion podria ser consecuencia de una ralentizacion de su sintesis conforme progresa la
maduracion del fruto, que se induce tanto mas, cuanto mas se aumenta el aporte de agua al
cultivo. Previamente, Pannelli et al. (1994) y Ranalli et al. (1997) ya habian observado que la
presencia de lluvias durante el crecimiento y la maduracién de las aceitunas coincidian con
una disminuciéon del contenido de compuestos fendlicos en los aceites obtenidos. La
biosintesis de estos compuestos en las plantas es sensible a las condiciones ambientales (Parr
and Bolwell, 2000), por lo tanto el estado hidrico del cultivo podria afectar a la misma, a
través de una regulacion de la actividad del enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), clave en
la ruta de la sintesis fenolica (Patumi et al.,, 1999). Un estrés hidrico implica una mayor
actividad del enzima PAL vy, por lo tanto, una mayor sintesis de polifenoles en el fruto, como
una respuesta o adaptacion frente a una situacion limite (Dixon y Paiva, 1995; Parr y
Bolwell, 2000). Por otra parte, la accion del molino en el proceso de extraccion del aceite
podria ser menos efectiva en la extraccion de polifenoles en pastas con un mayor contenido de
agua (Vierhuis et al., 2001), dando lugar a un mayor arrastre de los mismos con el alpechin.
Los compuestos fenodlicos sencillos como el hidroxitirosol, tirosol, acido vanillico y
acido p-cumadrico, no se vieron afectados por el tratamiento de riego. El contenido de
vainillina y de lignanos (mezcla de pinoresinol y acetoxipinoresinol) aumentaba con la dosis
de riego, mientras que el resto de compuestos fendlicos de naturaleza compleja, llamados
secoiridoideos, siguieron la tendencia inversa; su concentracion disminuia al aumentar el agua
aplicada a los olivos. Los derivados secoiridoideos FDAO, FDAL y FAAO fueron los que
mas aumentaron su concentracion cuando disminuia el volumen de riego (Tovar et al., 2001).
Los aceites procedentes de tratamientos menos regados presentaron elevadas intensidades de
los atributos amargo y picante, por lo que, de acuerdo con este trabajo, estos atributos estarian
mas relacionados con los derivados secoiridoideos que con otros compuestos fendlicos. De la
misma forma, los aceites extraidos de frutos con una menor irrigacidon presentaron una mayor
resistencia a la oxidacion, por lo que estos compuestos también parecen estar mas implicados
que otros derivados fenolicos en la accion antioxidante natural tipica del aceite de oliva virgen

(Motilva et al., 1999).
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l. 2. 8. 3. 3. Influencia del sistema de cosecha en la calidad del aceite de oliva

Los sistemas de cosecha que, como el "vareo", implican una agresion sobre el fruto
favorecen su posterior rapida putrefaccion durante el tiempo previo a su procesamiento.
También tiene un efecto muy nocivo para la calidad del aceite la mezcla de aceitunas
recogidas del suelo con las cosechadas del arbol. Estos frutos, normalmente ya degradados o
infectados, dan un aceite alterado que deprecia el conjunto y suelen ser los focos iniciales en
la propagacion de podredumbre durante el almacenamiento del fruto.

Econdémicamente hablando, la cosecha representa entre el 45 y el 65 % del coste total
de produccién en la industria olivarera y su método de realizacion condiciona la calidad y
cantidad del aceite que se obtiene. La calidad del aceite, en cuanto a que serd mejor o peor en
funcioén directa del deterioro que sufre el fruto, y la magnitud de su produccion en las
campaiias siguientes, pues los dafios sufridos por el arbol, debido a un inadecuado método de
recoleccion, se manifestaran en una reduccion de las cosechas futuras (Martin et al., 1994;
Ferguson, 2006).

Actualmente se discute sobre la conveniencia de la recolecciéon mecanizada con
agitadores mecanicos. El principal problema de este sistema es su bajo rendimiento.
Normalmente consigue la recoleccion de entre un 65 y un 80 % de la carga total del arbol, con
lo que se producen dos efectos negativos simultdneamente: pérdida de produccion en la
presente campafia, por quedar fruto en el arbol, y pérdida de produccion en la siguiente
campafia, por el agotamiento que provoca en el arbol este hecho (Ferguson, 2006). Con la
idea de reducir esta baja eficacia de cosecha se ha estudiado el empleo de agentes quimicos
que provoquen la abscision del fruto. Se ha conseguido a escala de laboratorio establecer la
concentracion de etileno y el tiempo de exposicidon a este gas, necesarios para obtener una
abscision maxima del fruto (98 %) y minima de la hoja (5 %) (Lang y Martin, 1989). Sin
embargo, alin no se ha conseguido adecuar eficazmente estos tratamientos a mayor escala. El
uso de compuestos liberadores de etileno como el Ethephon o el Etherel, incluso utilizados a
dosis pequefias, producen una excesiva abscision de hoja (superior al 25 %) que resulta lesiva
para el cultivo (Martin et al., 1994).

Atendiendo a la obtencidén de un aceite de alta calidad, el método idoneo sera aquel
que permita conservar en mayor medida la integridad del fruto. En este sentido, la recogida a
mano, vulgarmente denominada "ordefno", es la que ofrece mayores garantias. Sin embargo,
su elevado costo hace que los agricultores se muestren reacios a su empleo. Otro

inconveniente de este sistema es su lentitud. La cosecha a mano puede hacer que sea
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econdmicamente imposible recoger el fruto en su momento 6ptimo, por lo que produce de
forma indirecta también una pérdida en la calidad del aceite, pues o bien se aumenta la
proporcion de fruto inmaduro, si la cosecha se adelanta, o lo que es peor, se aumenta la
proporcion de fruto sobre maduro, si la cosecha se retrasa. En el primer caso se obtendra
menos cantidad de un aceite mas amargo, ya que los frutos verdes suelen dar pastas de dificil
extraccion, y en el segundo se obtendrd mayor cantidad de un aceite mas suave, pero con
peores parametros fisico-quimicos de calidad al proceder de frutos més propensos a cualquier
tipo de deterioro.

Probablemente el sistema mas adecuado que se puede emplear consistiria en el uso
consecutivo de ambas técnicas. Se iniciaria la cosecha con la recoleccion mecanizada, para
llevar a cabo una mas econdmica y rapida recogida de aceitunas en su grado Optimo de
maduracién y, posteriormente, se deberia hacer un repaso a mano del fruto retenido en el
arbol, para lo que se requiere un equipo de operarios reducido en comparacion con el que se
necesitaria para la cosecha integra a mano. Ademas, como el fruto retenido en el arbol es el
mas inmaduro, su recoleccién a mano admite una mayor demora en su recogida. De cualquier
forma, cada caso particular necesitaria un estudio especifico, ya que existen pardmetros como
la altura o la forma del arbol, la orografia del terreno, etc., que pueden ser determinantes en la

seleccion del método idoneo de cosecha.

I. 2. 8. 3. 4. Influencia de las condiciones poscosecha en la calidad del aceite de oliva

El mayor grado de deterioro de la aceituna tiene lugar durante el tiempo que media
entre la cosecha del fruto y su procesamiento. La enorme masa de aceitunas, que se cosecha
anualmente para la produccién de aceite, se obtiene cuando el fruto alcanza un mismo grado
de madurez, que se juzga Optimo para la produccién de aceite. La industria almazarera
frecuentemente no puede procesar de inmediato todo el producto que le es suministrado.
Hasta ahora, la conservacion de estas aceitunas se ha venido realizando de manera muy
inadecuada, mediante su mero amontonamiento en pilas de frutos denominado "trojes" (Foto
1). Este sistema constituye un excelente paradigma de como no se debe almacenar un fruto. El
apelmazamiento provoca la destruccion fisica de las aceitunas, especialmente las localizadas
en la zona inferior que soportan todo el peso del conjunto. Se produce asi una liberacion de
material orgdnico, que constituye un excelente caldo de cultivo para la proliferacion de

microorganismos patdgenos.
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Foto 1.- Troje de aceitunas. Fuente: J. Alba

Al mismo tiempo, este sistema de conservacion origina una elevacion notable de la
temperatura del troje, por la propia respiracion de los frutos, que, a su vez, acelera
autocataliticamente todo el proceso degradativo. En corto tiempo, menos de una semana, se
produce una descomposicion generalizada de las estructuras organicas de la aceituna y una
alteracion de sus componentes quimicos (Foto 2). No es, pues, de extrafiar, que el aceite

obtenido a partir de estos frutos no sea apto para el consumo sin una refinacion previa.

Foto 2.- Corte transversal de un troje de aceitunas.
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I. 2. 8. 4. El adelanto de la campafia, sistema para minimizar el deterioro del aceite

Las caracteristicas que definen la calidad del aceite extraido (acidez, indice de
perdxidos, absorbancia en la region ultravioleta o andlisis sensorial) dependen mas de la
calidad de la aceituna que de su grado de maduracion, aunque conforme envejece la aceituna
se va ablandando y haciéndose mas propensa a todo tipo de deterioro (Garcia et al., 1996c).
Sin embargo, el momento de la recoleccion influye sensiblemente sobre los compuestos
fendlicos y los compuestos volatiles, que dan al aceite su sabor y aroma caracteristicos. El
contenido en fenoles disminuye con la maduracion del fruto, segiin se va alcanzando el color
purpura, al igual que los compuestos aromaticos relacionados con el olor a hierba. Los aceites
extraidos de aceitunas recolectadas antes de alcanzar la madurez completa tienen
caracteristicas aromaticas mas intensas (Beltran et al., 2004). Caponio et al. (2001)
observaron como la cantidad total de fenoles y la de fenoles hidrolizables descendia
coincidiendo con el progreso del grado de maduracion de ‘Coratina’, con la pérdida de la
estabilidad oxidativa y con la pérdida de su intensidad de amargor, siendo el exceso de este
atributo el tnico obstaculo para la obtencion de aceites de mayor calidad con una recogida
temprana. Estos aceites no son directamente consumibles, sin una previa mezcla o refinacion,
sobre todo para los consumidores no acostumbrados a este atributo. En cambio, si se extrae de
aceitunas ya muy maduras, el aceite tiene un aroma menos amargo, perfectamente aceptable
por el paladar de cualquier tipo de consumidor.

En la practica, muchas veces no es posible recoger las aceitunas en el momento
optimo, ya que ello depende de factores tan aleatorios como la disponibilidad de mano de
obra o de las condiciones climaticas. En estos casos, la recoleccion se debe realizar antes o
después de este momento, lo que determina la obtencion de aceites con caracteristicas
diversas e imprevisibles “a priori”. La obtencion de aceite de calidad debe ser siempre un
objetivo prioritario. Es necesario iniciar pronto la recoleccion, de modo que la mayor parte de
la cosecha se pueda hacer en el momento mas idoneo y en cualquier caso se evite un retraso
excesivo, que implicaria un mayor riesgo de pérdida de calidad en el producto.

Por otra parte, el peso total de la aceituna es mayor en el envero que al final de
maduracion, ya que habitualmente disminuye el contenido de agua en el fruto, mientras que se
mantiene el de aceite o incluso puede aumentar ligeramente. Por este motivo, el rendimiento
en la obtencion es mayor cuanto mas madura es la aceituna, teniendo en cuenta, ademas, que
la presencia de agua normalmente hace mas dificil la extraccion. Si a esto se une que se hace

mucho mas fécil el desprendimiento de la aceituna del arbol conforme madura, se comprende
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que tradicionalmente se tienda mas al retraso de la cosecha que a su adelantamiento,
sacrificando una mejor calidad del aceite en aras de una mayor produccion.

Histéricamente la industria olivarera se ha visto siempre condicionada por
dos problemas originados por las caracteristicas intrinsecas del cultivo: La concentracion de la
cosecha en un periodo relativamente reducido de tiempo y la alternancia de produccion,
comunmente denominada “veceria”. La evolucion de la produccion espanola durante las
ultimas cinco campanas (Tabla 10) pone de manifiesto la actualidad de ambos problemas.
Mas del 85 % de la produccion total se concentra entre los meses de Diciembre y Febrero,
provocando que se necesite una gran capacidad de molturacion y el empleo de varios turnos
diarios de trabajo en la almazara para procesar el fruto antes que este se deteriore. No
existiendo habitualmente en las almazaras una infraestructura adecuada para la conservacion
del producto excedente, éste se acumula en los ya citados “trojes”. Por otra parte, se observa
de forma nitida el efecto de la “veceria” del olivo. Las campafias de produccion alta se
alternan con campanas con un rendimiento sensiblemente menor. Este hecho supone, ademas
de una pérdida de producto, una dificultad anadida a la hora de decidir la capacidad de
molturacion necesaria, pues si se ajusta a la requerida para las campanas de produccion alta, la
amortizacion de la maquinaria so6lo se justificaria una de cada dos campafias, estando en la
siguiente infrautilizada. Si, por el contrario, la capacidad de procesamiento se ajusta a una
produccion mas baja, se corre el riesgo de sufrir la acumulacion del fruto cosechado y no
procesado en las campafias de produccion alta, lo que determinard, como se puede suponer,
una notable pérdida en la calidad del aceite extraido.

Tabla 10.- Produccién Espafiola de Aceite de oliva (miles de Tm) durante las Gltimas Cinco campafias. La
alternacidn de la produccion y su concentracion en determinados meses fue evidente. (Garcia y Yousfi, 2006)

Produccién Esparfiola de Aceite de oliva (miles de Tm)

Meses 2000/01 2001/02 2002/03 2003/04 2004/05 Total %
Noviembre 40 93 55 89 70 347 6,1
Diciembre 200 388 282 430 317 1617 28,6
Enero 270 535 324 568 424 2121 37,5
Febrero 320 295 144 240 146 1145 20,2
Marzo 110 67 48 71 26 322 5,7
Abril 30 27 5 16 5 83 1,5
Mayo 5 8 3 3 3 22 0,4
Total 975 1413 861 1417 991 5657 100,0
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El adelanto de la cosecha ayudaria a mitigar ambos problemas, pues, por una parte, al
ampliar la campana se reduciria la concentracion del fruto cosechado en picos de produccion,
permitiendo la molturaciéon de todo el fruto sin necesidad de aumentar la capacidad de
procesamiento. Ademas, la recogida temprana facilitaria una mejor recuperacion del olivo
para la campana proxima, permitiendo una reduccion del efecto de la “veceria”. La
alternancia anual en la produccion de la aceituna mantiene una estrecha relacion con la época
de recoleccion, puesto que cuando el fruto permanece en el arbol mucho tiempo después de la
maduracién se produce la inhibicion de la induccion floral. Se ha observado que si los frutos
se recogen en el momento de envero, la cosecha del afo siguiente suele ser mayor que la de
los olivos que se han recogido con la maduracion muy avanzada. Los arboles al ser
descargados de forma mas temprana tienen mas tiempo para recuperarse y producir mas
el afo siguiente. Se reduce asi el problema de la alternancia caracteristica del olivo (Civantos,
1996; Porras, 1997; Lavee, 2006). Este adelanto ofreceria otras importantes ventajas, pues, se
reducirian las pérdidas de produccion por caida espontanea del fruto, importante en
variedades como ‘Arbequina’ en donde puede llegar al 70 % de la produccion (Tous y
Romero, 1993), las pérdidas por parasitacion, robos o dafios debidos a la meteorologia, la
necesidad de abonado o plaguicidas, la presencia de metales pesados en el aceite, pues éstos
se van acumulando en el fruto conforme éste va madurando en el arbol y, al utilizarse frutos
mas duros, menos susceptibles a dafios mecanicos o podredumbre, se obtendria un aceite de
mayor calidad (Garcia et al., 1996¢; Trapero y Blanco, 1997).

La reduccion del amargor y la mejora de rendimiento de extraccion en el aceite virgen
cobra especial relevancia para los excedentes de aceituna de mesa, cuya recoleccion tiene
lugar entre los meses de Septiembre y Octubre, cuando el fruto ha alcanzado su tamaio
completo y antes de que cambie de color. Se cosecha toda la produccion, pues no tiene objeto
hacer una costosa previa seleccion del fruto en el arbol. Sin embargo, solo los frutos con
color, forma y tamafo impecables saldrdn al exigente mercado de mesa, en donde la
apariencia del producto es el mejor reclamo para el consumidor. El resto, una cantidad muy
variable para cada campana, pero que suele alcanzar valores entre el 7 y el 10 % del total
(Garrido, comunicacién personal) tendra como destino la produccién de aceite en las
almazaras. Teniendo en cuenta que en Espafia se producen anualmente unas 300.000 Tm de
aceitunas de mesa, de ellas alrededor de unas 30.000 se destinardn a la produccion de aceite.
Este, a parte de extraerse con muy bajo rendimiento por las especiales caracteristicas del fruto
inmaduro, exhibird un exceso de atributo amargo que lo invalida para su comercializacién

directa. No obstante, es especialmente valioso para realizar “coupages” con otros aceites
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virgenes mas suaves o para el encabezamiento de refinados para formar el denominado
“aceite de oliva”. La reduccién del amargor permitiria la comercializacion directa, sin
necesidad de mezclas con otros aceites. Por otra parte, los aceites procedentes de aceitunas
inmaduras exhibirian una cantidad superior de antioxidantes naturales. Extremadamente
interesante para el sector seria comercializar este tipo de aceites procedentes de aceitunas
inmaduras como una marca de excelencia diferenciada dentro de los aceites virgenes, pues

podria alcanzar una alta aceptacion y un precio acorde con su superior calidad.

I. 3. EL PROBLEMA DEL AMARGOR EN EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN

I. 3. 1. Importancia del amargor en el aceite de oliva

Aunque el amargor no es un atributo a priori indeseable en ¢l aceite de oliva virgen y
en un cierto grado forma parte inherente de sus caracteristicas sensoriales definitorias, su
exceso reduce su comerciabilidad, sobre todo ante potenciales consumidores no habituados a
este tipo de aceite. Este es el caso, por ejemplo, del mercado del centro y del norte de Europa,
de Norteamérica o de Japon, en donde se utilizan para la condimentacion aceites insipidos
como los refinados de semillas o los de origen animal. Consumidores de este tipo requieren
una previa "educacion” del paladar, para que puedan gozar de la excelencia del aceite de oliva
virgen, y ello se antoja imposible, si de principio se ofrece un producto con unos atributos
sensoriales tan distantes de su habito.

El problema del amargor excesivo incide directamente sobre la comercializacion del
aceite de oliva virgen procedente principalmente de Andalucia, pues, es un hecho conocido, el
alto amargor que exhiben los aceites de la variedad ‘Picual’, aunque procedan de frutos muy
maduros. Esta variedad es la mas cultivada en Espafa, ocupando unas 645.000 Ha (mas del
30 % del total en Espana). Es propia sobre todo de Jaén (también se le denomina Martefia),
pero se halla extendida por toda Andalucia (Barranco, 1997). La comarca de la Sierra del
Segura es singularmente famosa por aceites procedentes de esta variedad de exquisita calidad,
pero excesivo amargor. Fuera de Andalucia otras variedades que dan aceites de gran calidad
pero que pueden presentar problemas de excesivo amargor son la ‘Verdial’ extremena, la

‘Cornicabra’ castellana y la "Villalonga' cultivada en la zona levantina.
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1.3. 2. Causas del amargor en el aceite de oliva virgen

Hasta el momento, la problematica del amargor solo se ha abordado desde el punto de
vista analitico en la busqueda e identificacion de los componentes responsables y la
correlacion de su presencia con las evaluaciones realizadas por los paneles analiticos de
analisis sensorial. Numerosos estudios han relacionado este atributo con la presencia de
polifenoles (Montedoro et al., 1978, Gutiérrez et al., 1989; Garcia et al., 2001). Estos
compuestos, que son solo parcialmente solubles en lipidos, son conferidos al aceite virgen
durante el proceso de extraccion, a través de desconocidos procesos, en donde pueden
intervenir por lo menos dos tipos de enzimas, tales como las glucosidasas y las esterasas
(Gutiérrez et al., 2003). Su intensidad es variable e influye en la aceptacion del aceite por
parte del consumidor. Sacchi et al. (1995 y 1996) observaron que el contenido fenolico,
determinado bien por colorimetria o por HPLC con detector UV, estaba relacionado con la
caracterizacion amargo-picante de los aceites evaluados por paneles de cata. Uceda y
Hermoso (1997) han descrito la evolucion del contenido total de polifenoles en el aceite de
oliva virgen durante la maduracion de la aceituna. Sin embargo, no han contemplado el efecto

del contenido en polifenoles sobre la intensidad de amargor de los aceites.

I. 3. 3. Valoracion fisico-quimica y sensorial del amargor en el aceite de oliva virgen

Las propiedades organolépticas son los criterios mas antiguos utilizados para
determinar las caracteristicas cualitativas de un aceite (Boskou, 1996), ya que para su
evaluacion no se requiere el empleo de una tecnologia complicada, sino la simple valoracion
ofrecida por los sentidos humanos. Pese a su simplicidad no deja de tener una elevada
importancia, puesto que a la postre va a ser la aceptacion del consumidor en general, es decir
la suma de multiples analisis sensoriales, la que determinara en definitiva el éxito o fracaso en
la comercializacion de un producto. El andlisis sensorial puede considerarse tan fiable o mas
que cualquier determinacion fisico-quimica si se lleva a cabo bajo el control requerido para un
panel analitico de catadores, lo que incluye un entrenamiento concienzudo de sus miembros y
el responder escuetamente a una evaluacion muy concreta sobre la intensidad de un
determinado atributo. De hecho, el COI incluye la valoracion de calidad de un panel analitico
de catadores como criterio para clasificar los aceites de oliva virgenes (Tabla 2) (Van
Bruggen et al., 1995). La valoracion sensorial de la intensidad de amargor dentro del anélisis
descriptivo del aceite de oliva virgen se ha venido realizando mediante una escala

estructurada de 0 a 5, donde 0 equivale a la ausencia del atributo y 5 define al aceite que
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exhibe la intensidad de amargor méxima posible. Ultimamente este sistema viene siendo
reemplazado por la valoraciéon en una escala no estructurada, que consiste en marcar la
intensidad del amargor en el espacio de una recta de 10 cm, siendo su extremo izquierdo el
indicativo de la ausencia del atributo y el derecho el de la presencia méaxima posible del
mismo. La intensidad se cuantifica por la distancia entre el extremo izquierdo de la recta y la
marca realizada. Este ultimo sistema permite obtener un mayor grado de continuidad en la
variable y, por tanto, mejora la posibilidad de su estudio estadistico.

La determinacion por absorbancia espectrofotométrica total en la region UV da una
primera estimacion sobre el amargor de un aceite. Gutiérrez et al. (1992) encontraron una
correlacion significativa entre la absorbancia a 225 nm de un extracto obtenido de los
constituyentes amargos de aceites de oliva virgenes y la valoracion sensorial de dichos aceites
realizada por un panel analitico de catadores. Ello les permitid establecer una férmula que
permite estimar la intensidad del atributo a partir de un analisis fisico-quimico. Sin embargo,
a esta longitud de onda, absorben, ademas de los derivados secoiridoideos, otras sustancias
del extracto fendlico que no contribuyen en el amargor, tales como el acido elenolico, muy
abundante, y otros compuestos minoritarios como Acetato de hidroxitirosol, Acetato de
tirosol, hidroxitirosol, tirosol, acido vanillico, vanillina, acido p-cumarico, acido ferulico,
pinoresinol, 1-acetoxipinoresinol y apigenina (Mateos, 2002).

En los ultimos afios, se han realizado determinaciones mas precisas usando HPLC-
UV para identificar los compuestos responsables del amargor. Algunos autores sugirieron que
los derivados del hidroxitirosol eran los principales responsables del amargor del aceite de
oliva (Kiritsakis et al., 1998; Caponio et al., 2001; Garcia et al., 2001). Mediante HPLC con
detector de masas, Gutiérrez et al. (2003) concluyeron que las formas dialdehidica y
aldehidica descarboximetilada de la aglucona de la oleuropeina (FDAO y FAAO,
respectivamente) y la forma dialdehidica de la aglucona del ligustrosido descarboximetilada
(FDAL) estaban estrechamente relacionadas con la evaluacion sensorial del atributo amargo
del aceite de oliva virgen. Previamente, algunos autores ya habian encontrado una correlacion
positiva entre el contenido de estas moléculas en el aceite y el indice de amargor (Kzzs)
(Motilva et al., 1999; Tovar et al., 2001). Mateos et al. (2004) demostraron que la presencia
del atributo amargo en el aceite de oliva se correlacionaba especialmente con la concentracion
de la forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina (FAAO). Aunque el resto de
derivados secoiridoideos también mostraron correlacion, en principio, con el grado de
amargor, ello era debido a su coincidencia con contenidos apreciables de FAAO. Sin

embargo, cuando el contenido de esta molécula era inferior a 0,03 mmol/kg el aceite no
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presentaba amargor, pese a presentar contenidos apreciables del resto de estos derivados
secoiridoideos. Como es raro encontrar aceites con estas caracteristicas, porque el FAAO
suele estar acompanado por los demds derivados, ha sido dificil discernir la contribucion
individual de estos compuestos a la presencia del amargor.

Andrewes et al. (2003) descubrieron que la sensacion de picante estd sobre todo
relacionada con los derivados secoiridoideos del ligustrosido (FAAL y FDAL), que pueden
aislarse de los aceites de oliva virgenes. La fraccion que contenia estos compuestos producia
una fuerte sensacion de picor en la parte posterior de la garganta. Por el contrario, la que
contenia sus analogos derivados de la oleuropeina (FAAO y FDAO) en una concentracion
equivalente s6lo provocaba una leve sensacion de quemazon, que se percibe mas bien en la
lengua y estaria mas relacionada con el amargor. Ninguna otra fraccion fendlica de los aceites
analizados produjo intensidades sensibles de quemazén en los catadores, por lo que fueron
descartados como posibles responsables de los atributos sensoriales propios del aceite de oliva
que resulten agresivos para el paladar humano.

Pese a los importantes avances registrados en este campo en los ultimos tiempos, aun
quedan multitud de puntos por aclarar. No se conoce atin la génesis del proceso del amargor
en el aceite. No se sabe si el aceite conservado en el citoplasma de las células del mesocarpio
del fruto va asociado ya al componente amargo, o si éste se halla en otro compartimiento
celular y es posteriormente durante el triturado y batido cuando se unen. Tampoco se conoce
si los compuestos derivados de la oleuropeina se forman durante el procesado de la fruta o si
son preexistentes en el fruto. No se sabe, en fin, si el proceso es simplemente quimico o esta
mediado por una actividad enzimatica, aunque se sospecha que se debe a esto ultimo, dado
que una hidroélisis quimica requeriria un medio basico del que se carece (Cert, comunicacion

personal).

I. 3. 4. Técnicas poscosecha desarrolladas para modificar las caracteristicas sensoriales
de los frutos

El campo de la Fisiologia y Tecnologia de la Posrecoleccion incluye el estudio y
desarrollo de todos los procesos que se aplican a los productos agricolas desde el momento de
su cosecha hasta su comercializacion o procesado. En este sentido, la puesta a punto de un
tratamiento sobre la aceituna que consiguiera una disminucion en la intensidad de amargor del
aceite, que posteriormente se extrajera de la misma, concierne de lleno a esta ciencia. Aunque

para la industria del aceite de oliva un disefio de este tipo, que implica la modificacion de una
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caracteristica sensorial propia de un producto para facilitar su comercializacidon, constituye

una novedad, en otros productos se viene llevando a cabo de forma rutinaria.

Salvo el estudio realizado por Maestro-Durdn et al. (1993) sobre la evolucion del
contenido en polifenoles de aceitunas conservadas bajo diferentes condiciones de atmosfera y
temperatura, no se han encontrado referencias bibliograficas donde se relacione los
tratamientos poscosecha sobre el fruto con la presencia de polifenoles en el aceite de oliva. A
continuacion se hard mencion de los que se aplican habitualmente en la industria de forma

habitual.

I. 3. 4. 1. Desverdizado de citricos

Determinadas variedades citricas, como las ‘Satsumas’ y las ‘Clementinas’ alcanzan la
madurez interna, medida por el cociente entre el contenido en sélidos solubles (en °Brix) y la
acidez (en % de citrico) del jugo, antes de que tomen la coloracién tipica que caracteriza al
fruto maduro. Debido a ello, el fruto no puede ser directamente comercializado porque
recibiria el rechazo del consumidor. Previamente debe ser sometido a un proceso de
desverdizacion, que consiste en una aceleracion artificial del cambio de color de verde a
anaranjado por la sustitucion de la clorofila presente en las células de la epidermis, en los
citricos denominada flavedo, por carotenoides. La técnica consiste en someter la fruta a la
accion del etileno en camaras preparadas al efecto, bajo condiciones controladas de
temperatura, humedad y aireacion. Las condiciones del tratamiento dependen de factores
diversos como la variedad, el grado de maduracioén, el grado de turgencia y la intensidad de
color que se desea obtener (Roger Amat, 1988).

Los citricos, al igual que las aceitunas, estdn considerados como frutos no
climatéricos, esto quiere decir, que no experimentan un aumento acusado de la tasa
respiratoria en el momento en que se desarrolla de manera definitiva su maduracién, y que
¢ésta no se induce artificialmente por la presencia en la atmdsfera, en donde estd inmerso el
fruto, de una concentracidon determinada de etileno. Ello no quiere decir que el etileno no les
afecte, sino que lo hace de manera diferente. La administracion de etileno a los frutos no
climatéricos provoca en éstos una respuesta proporcional a la concentraciéon artificialmente
administrada, haciendo aumentar su respiracion y acelerando diversos cambios propios de la
maduracion del fruto, pero no desencadenando el desarrollo completo del proceso
madurativo. En las naranjas y aceitunas el etileno induce el cambio de color, pero no

determina un aumento del cociente entre los s6lidos solubles y la acidez en las primeras, ni
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determina el ablandamiento propio de la maduracién en las segundas (Wills et al., 1998). El
efecto de esta fitohormona sobre la composicion de compuestos responsables del amargor en

la aceituna y en el aceite de oliva es de momento una incégnita que merece ser abordada.

I. 3. 4. 2. Eliminacion de astringencia del caqui

La astringencia es un atributo sensorial comun en los frutos verdes de muchas plantas,
que normalmente desaparece cuando el fruto madura en el arbol y que se caracteriza por
provocar en la boca un sabor aspero y desagradable que reduce la sensibilidad hacia otros
sabores en las papilas gustativas. El caqui es especial en este sentido, ya que permanece
extremadamente astringente aun cuando ha madurado. Después de la cosecha la astringencia
solo desaparece completamente cuando el fruto estd sobre maduro y es ya muy blando (Gazit
y Levy, 1963). Matsuo e Ito (1982) indicaron que la pérdida de la astringencia es debida a la
precipitacion de los taninos, causada por la reaccion de éstos con el acetaldehido, producido
durante el proceso de maduracion.

Los frutos astringentes pueden ser sometidos a sobre-maduracion artificial. Esta,
conocida como maduracion forzada, exige una técnica similar a la desverdizacion de los
citricos, produciendo caquis perfectamente maduros y adaptados al gusto del consumidor.
Combinando un contenido de 50 % de O,, de 0-1 % de CO, y 2 % de etileno con una
temperatura de 21 °C durante 24 a 36 horas, y después de 15 °C durante 6 horas, hasta
alcanzar la total coloracion, se insolubilizan los taninos y la astringencia desaparece como
consecuencia de ello (Ragazzini, 1985). Sin embargo, el empleo de atmdsferas enriquecidas
con etileno provoca una aceleracion excesiva del proceso madurativo, lo que determina una
reduccion significativa de la vida comercial del fruto. Algo similar sucede cuando se
sumergen los caquis en una solucioén de ethephon con una concentracion de 5000 ppm durante
2 minutos. En este caso, los frutos maduran en tres dias, aumentando la coloracion roja y los
azucares reductores, y disminuyendo, en cambio, su acidez (Srinivasan et al., 1974).

Un método muy cominmente usado para eliminar la astringencia esta basado en
someter al fruto a la accién de una atmosfera enriquecida en diéxido de carbono (superior al
80 %) durante varios dias. La duracién depende de la variedad, temperatura de tratamiento y
estado de maduracion del fruto. Tras desaparecer la astringencia, los frutos permanecen
firmes y mantienen su calidad (Gazit y Adato, 1972). Segln algunos autores se consigue de
forma positiva la eliminacion de la astringencia de los frutos almacenandolos en cdmaras
estancas con CO, y O, en cantidades inferiores al 60 % y al 2 %, respectivamente, a 20 6 30

°C durante un tiempo de 18 a 25 horas, seguidos de conservacion en aire a 30 °C durante 3
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dias mediante un método denominado de corta duracidén y temperatura constante (CTSD)
(Matsuo et al., 1976; Roy et al., 1995).

La eficacia del tratamiento para la eliminacion de astringencia con atmosfera rica en
CO; es mayor si a esta atmoésfera se afiaden vapores de etanol. Se ha visto que con este
tratamiento los frutos pierden la astringencia en 3 horas a 35 y 42,5 °C, mientras que con sélo
CO; se necesitan 10 horas a la misma temperatura. Esta aceleracion del proceso se debe a que
la adicion de etanol favorece la produccion de acetaldehido en el fruto. La accion combinada
del CO; y del etanol provoca un aumento en la concentracion interna de acetaldehido
independientemente mediante dos rutas metabdlicas diferentes (Shimomura et al., 1990).

Aunque, como antes se ha mencionado, la aplicacion de una concentracion elevada de
didéxido de carbono se considera un tratamiento eficiente para la eliminacion de la
astringencia, se ha visto que, si éste se prolonga demasiado o se utiliza una temperatura
excesiva puede originar en el fruto malos olores y/o sabores.

La inmersion de los frutos en agua para la eliminacion de la astringencia se debe
considerar como otro método de induccion de respiracion anaerdbica en el tejido del fruto,
para de este modo producir el acetaldehido, que inicia la insolubilizacién de los taninos
(Matsuo e Itoo, 1982). El agua caliente acelera el proceso de eliminacidon de la astringencia,
ya que intensifica la respiracion de las células del fruto y, como consecuencia, el contenido en
oxigeno del agua disminuye mas rapidamente, creandose antes las condiciones anaerdbicas
(Gazit y Levy, 1963). Se ha conseguido eliminar la astringencia en caquis por inmersion en
agua a 40 °C durante 5 horas o a 60 °C durante 1 hora. Alargando el tratamiento a 60 °C mas
de 2 horas la astringencia reaparece. A temperaturas mas altas (80 °C) el fruto permanece
astringente, independientemente de la duracion del tratamiento. Esto parece indicar que las
enzimas encargadas de producir acetaldehido se inactivan a temperaturas superiores a 60 °C,
siendo esta inactivacion irreversible cuando la exposicion alcanza una temperatura de 80 °C.
Cuando los frutos se sumergen en agua a 60 °C la eliminacién de la astringencia se acelera
inicialmente debido a la activacién de las enzimas responsables de este proceso, pero si el
tratamiento se prolonga, dichas enzimas se desactivan, y la astringencia puede recuperarse por
la resolubilizacion de los taninos que tiene lugar a temperaturas elevadas, como también
puede ocurrir en los tratamientos de anaerobiosis en camara. El caqui recuperard su
astringencia en un cierto nivel, dependiendo del alcance de la resolubilizacion. Estas técnicas
tienen en comun el producir un estado asfixiante o una situacion de estrés que provoca la

insolubilizacion de los taninos y permite el consumo de los frutos.
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Se sabe que la variedad, el grado de maduracion y el clima influyen en el nivel de
astringencia que presenta un caqui. La actividad enzimatica y la concentracion de metabolitos
intermediarios del fruto determinan la eficacia en la eliminacion de su astringencia en un
determinado momento, asi como si el tratamiento dara o no lugar a lesiones fisiologicas que
hagan inviable la comercializacion del producto. Por ello, es preciso adecuar las técnicas de
tratamiento para la eliminacion de la astringencia del caqui de forma particularizada para cada
variedad y zona de cultivo.

El problema de la astringencia guarda ciertas similitudes con el del amargor: Ambos
atributos parecen estar causados por derivados fendlicos, en el desarrollo de ambos
intervienen actividades enzimaticas y los dos se reducen conforme progresa el proceso de
maduracion del fruto. De hecho el atributo astringente suele acompafar al amargo en los
aceites procedentes de frutos inmaduros. Por tanto, parece razonable que la aplicacion de
alguna de las técnicas que se han desarrollado para la eliminacion de la astringencia pueda ser

al mismo tiempo 1til para la reduccion del amargor.

I. 3. 4. 3. Tratamientos postcosecha en la aceituna de molino

Aunque la actuacion de la Tecnologia Postcosecha sobre el sector olivarero ha sido
muy limitada hasta el momento y, principalmente, se ha circunscrito a ensayos de laboratorio,
ya existen precedentes de la aplicacion de tratamientos con el objeto de preservar la fisiologia
de la aceituna y asi mejorar la calidad del aceite posteriormente extraido de la misma. Entre

otros podemos citar los tratamientos detallados en los siguientes apartados.

I. 3. 4. 3. 1. Conservacion refrigerada

La frigoconservacion de la aceituna de molino es una solucién alternativa al aumento
de la capacidad de molturacion, que seria la solucion mas facil y directa, pero supone un
fuerte aumento de inversion de capital, que s6lo se vera amortizado si el aumento de
produccion estuviera asegurado. A parte de requerir equipos menos especializados, la
frigoconservacion es mucho mas versatil. Puede ser utilizada para otros fines distintos a los de
la elaiotecnia, como la conservacién en frio de cualquier tipo de producto. Ademas, la
frigoconservacion es mas asequible por arrendamiento que la capacidad de molturacion.

Esta técnica se fundamenta en que toda reduccion de temperatura se traduce en una
reduccion de la velocidad con que transcurre cualquier actividad metabdlica, como puedan ser

la respiracion, la pérdida de textura, de color, etc. Las bajas temperaturas tienen la ventaja
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adicional de disminuir el ritmo de crecimiento de los microorganismos patdégenos y dificulta,
en general, cualquier tipo de parasitacion.

La calidad de un aceite es un fiel reflejo de la salud fisiologica del fruto de donde
procede. En este sentido la temperatura de conservacion es uno de los factores que van a
condicionar en mayor medida su estado. El estudio de la evolucion de la incidencia de las
pérdidas poscosecha registradas en aceitunas de molino almacenadas a temperaturas
crecientes de conservacion mostrd que a 5 °C se registraba menos de la mitad de podredumbre
que la que se contabilizaba a 8 °C y unas ocho veces menos que a 12 °C. El incremento de la
temperatura de conservacion provoco una mayor pérdida de dureza y una menor retencion del
color inicial del fruto, produciéndose, por tanto, un envejecimiento del fruto mas rapido a
mayor temperatura (Garcia et al., 1996a). Como consecuencia, el deterioro de la calidad del
aceite extraido de estos frutos, evaluada por su acidez, indice de peroxidos, absorbancia
ultravioleta, valoracion sensorial y estabilidad frente a la oxidacion, aumentd
exponencialmente en consonancia con el aumento de la temperatura de conservacion
empleada.

Trabajos realizados previamente a escala de laboratorio (Garcia y Streif, 1991; Garcia
et al., 1994a; Garcia et al., 1996a) con las variedades ‘Picual’ y ‘Gordal’ y a escala industrial
con ‘Blanqueta’ y ‘Villalonga’ (Garcia et al., 1996b; Canet y Garcia, 1999) demostraron que
era posible mantener la calidad del aceite de oliva virgen dentro de la categoria extra después
de conservar el fruto a 5 °C durante periodos incluso superiores a 15 dias (Foto 3).

La mayor incidencia de podredumbre en el fruto normalmente se traduce en un rapido
aumento en la acidez del aceite, debido a la accién de las lipasas liberadas por ciertos
microorganismos. Por esta razon, la conservacion del fruto a 5 °C retrasa el aumento de acidez
del aceite hasta 45 dias después del inicio de la conservacion, manteniendo su valor inferior a
0,8%. La estabilidad ante la oxidacion muestra un comportamiento similar, registrandose la
mayor retencion de este parametro en las aceitunas conservadas a 5 °C. La conservacion a 5
°C permite mantener la valoracion global de la calidad sensorial inicial de los aceites durante
30 dias después del almacenamiento del fruto (Gutiérrez et al., 1992; Garcia et al., 1996a;
Garcia et al., 1996b). Sin embargo, no se han encontrado referencias bibliograficas sobre el
efecto que este tipo de conservacion refrigerada del fruto ejerce sobre la presencia del atributo
amargo en los aceites que se extraeran posteriormente. Como la aceituna continia madurando,
aunque mas lentamente, durante su almacenamiento en frio es de suponer que el amargor vaya
disminuyendo a medida que progrese el tiempo de conservacion. Seria de gran interés aclarar

este punto.
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Foto 3.- Almacenamiento refrigerado a escala industrial

I. 3. 4. 3. 2. La modificacion atmosférica

La modificacion atmosférica es el empleo de una atmdsfera diferente a la del aire para
la conservacion de un producto. Normalmente consiste en aumentar las concentraciones de
CO; y/o disminuir las de O,. Si una vez producida la modificacién no se regula la misma, se
habla de atmodsfera modificada propiamente dicha. Si por el contrario esta modificacion se
mantiene y controla activamente se habla de atmosfera controlada. Estas técnicas se utilizan
normalmente como complemento de la refrigeracion, ya que a temperatura ambiente el
desarrollo normal de la respiracion del producto almacenado provocaria un consumo excesivo
de oxigeno, asi como una produccion elevada de CO,, que induciria indeseables procesos
fermentativos. Basicamente, la modificacion atmosférica dificulta la respiracion del producto
y ademds no so6lo inhibe la sintesis de etileno sino la acciéon de esta fitohormona,
especialmente en los frutos climatéricos. Por otra parte también afecta al desarrollo de los
parasitos, pues dificulta su desarrollo, especialmente a los de naturaleza aerobia, como los

hongos patdgenos, principales responsables de las pérdidas poscosecha.

52



La atmosfera controlada ha sido ensayada en aceitunas de mesa en California y Grecia,
mostrando diferentes respuestas segun la variedad utilizada. Asi, las aceitunas ‘Mission’ con
grado de maduracion verde-maduro (color externo verde con el tamafio definitivo)
mantuvieron su estado inicial de maduracién y una buena calidad sensorial después de 10
semanas de conservacion bajo atmosfera de O, de 2 a 5 % y de CO, de 2,5 a 10,5 % a una
temperatura de 5 °C. Sin embargo, el uso de atmosfera controlada provoco un aumento de la
sensibilidad al dafio por frio de las aceitunas de la variedad ‘Manzanillo’, tras un periodo de
almacenamiento de 6 semanas a temperaturas de 10 °C bajo atmosferas enriquecidas con una
concentracion del 5 % en CO,. La incidencia de este problema se incrementaba si ademas la
concentracion en O, era reducida por debajo del 2 % durante este periodo de conservacion
(Woskow y Maxie, 1965; Kader et al., 1989). Nanos et al. (2002), més recientemente,
también obtuvieron una respuesta diferente al uso de la atmodsfera modificada segin la
variedad empleada. Mientras que la aceituna ‘Conservolea’ podia ser almacenada
perfectamente bajo atmdsfera controlada (2 % de O2 y 5 % de CO,) durante 22 dias a 7,5 °C,
los frutos de la variedad ‘Chondrolia’ se mostraron extraordinariamente sensibles a los dafios
por frio cuando se conservaban en estas condiciones de atmosfera controlada y a esta
relativamente alta temperatura de refrigeracion.

El almacenamiento de la aceituna de molino bajo condiciones de atmosfera controlada
también ha sido ensayado. Garcia et Streif (1991) comprobaron el efecto de esta técnica
aplicada durante la conservacion en frio de aceitunas ‘Gordal’ sobre la calidad del aceite
posteriormente extraido. Tanto la reduccioén del O, como el aumento de CO, indujeron una
fuerte incidencia de dafios por frio en los frutos conservados a 5 °C, que se pudrieron
rdpidamente. Esta alteracion provocod un deterioro en los parametros fisico-quimicos y
sensoriales establecidos para evaluar la calidad de los aceites obtenidos. Posteriormente, se
obtuvo un efecto parecido empleando la variedad ‘Picual’ (Gutierrez et al., 1992; Pérez-
camino et al., 1992; Castellano et al., 1993; Garcia, 1993a; Garcia, 1993b). En consecuencia,
el uso de atmosferas controladas parece no aportar ninguna ventaja suplementaria a la simple

refrigeracion en atmosfera de aire para la conservacion de este tipo de aceitunas.

I. 4. OBJETIVOS

Un sistema que permitiera al mismo tiempo aumentar el rendimiento en la extraccion
y reducir la presencia del atributo amargo en el aceite haria factible ampliar el periodo de

cosecha de la aceituna de molino de cualquier variedad hacia etapas mas tempranas de su
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maduracion y facilitaria la comercializacion de este producto. Este sistema deberia repercutir
de manera positiva en muy diferentes aspectos importantes para la industria olivarera y su
desarrollo, siendo éste el objetivo fundamental de esta Tesis. El desarrollo de este tratamiento
ha requerido un previo conocimiento exhaustivo del proceso de la génesis del amargor en el
aceite oliva. Se desconocia si el atributo amargo estaba presente, ya inmerso en el aceite
dentro del citoplasma celular en el mesocarpio de la aceituna o, si por el contrario, éste se
confiere al aceite durante la molturacién del fruto en el proceso de extraccion del mismo.
Aclarar este punto ha sido necesario para establecer una estrategia adecuada para conseguir el
objetivo propuesto. En el caso de que el atributo amargo hubiera estado presente ya en el
aceite antes de su extraccion, el unico sistema posible de actuacioén seria el inducir un
adelanto en la maduracion del fruto, para asi provocar de forma artificial la reduccion de
amargor que ocurre de forma natural, cuando el fruto alcanza la madurez, pues seria
imposible separar del aceite los compuestos responsables de este atributo por medios
puramente fisicos sin deteriorar la calidad de éste. Si por el contrario la entrada de los
componentes responsables del amargor se produjera durante el procesado del fruto, seria
factible estudiar otros sistemas de mas facil aplicacion. En el supuesto de que la génesis del
amargor requiriera una actividad enzimatica, entonces bastaria con inactivar o reducir su
actividad para regular la presencia de estos compuestos en el aceite y, en consecuencia,
controlar su intensidad de amargor; siendo factible en este caso la aplicacion de medios
puramente fisicos.

Por otra parte, ha sido fundamental conocer la evolucion de la composicion fendlica y
la intensidad del amargor de los aceites virgenes a lo largo de la maduracion del fruto, con el
fin de establecer los momentos mds adecuados para la realizacion de los tratamientos.
Ademas, se ha tenido en cuenta el efecto que el volumen de precipitacion ejerce sobre este
proceso (Yousfi et al., 2006). Ello ha implicado, paralelamente, desarrollar sistemas de
medida mas objetivos que los empleados hasta ahora para evaluar el grado de maduracion de
los frutos, para establecer de una manera mdas precisa y reproducible las condiciones
fisiologicas que presentaba el fruto utilizado en los tratamientos (Garcia y Yousfi, 2005). Una
vez que se ha dispuesto de esta base, se ha podido acometer el desarrollo de tratamientos
fisicos que no afectan el concepto establecido por la normativa para la obtencion de un aceite
de oliva virgen, permitiendo conseguir el objetivo propuesto: regular la presencia del atributo
amargo en este excelso producto sin alterar los pardmetros que evaliian su calidad (Garcia et

al., 2001; Garcia et al., 2005; Garcia y Yousfi, 2006).
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II. MATERIAL Y METODOS

II. 1. MATERIAL BIOLOGICO

El desarrollo de esta Tesis ha requerido la utilizacion de diferentes variedades de
aceituna (Olea europaea L., cv. ‘Arbequina’, ‘Hojiblanca’, ‘Lechin’, ‘Manzanilla’, ‘Pico
Limén’, ‘Picual’ y ‘Verdial’) procedentes de varias zonas de Andalucia (Cabra, Ecija, Dos
Hermanas, Osuna, Puente Genil, Sevilla y Villarrasa). Para aprovechar en la medida de lo
posible la campaina olivarera, al principio de la misma (Septiembre —Octubre) se empled
‘Manzanilla’, una variedad propia de verdeo. Posteriormente, durante el periodo de
Noviembre a Diciembre se utilizaba principalmente la aceituna ‘Picual’ y, finalmente, se
concluia la campafia con ‘Verdial’, que es la aceituna de maduracion mas tardia. Las
aceitunas fueron cosechadas a mano, envasadas en cajas de plastico perforadas de unos 22 kg.
de capacidad y transportadas el mismo dia de su cosecha hasta el Instituto de la Grasa. Allj,
rutinariamente, eran almacenadas a temperatura ambiente durante una noche, comenzandose

el ensayo al dia siguiente.

IL. 2. DETERMINACION DEL GRADO DE MADURACION DE LAS ACEITUNAS

I1. 2. 1. Determinacion objetiva del color del fruto

El color del fruto puede determinarse objetivamente con un colorimetro portatil (CR-
200, Minolta, Japon) usando el espacio de color de Hunter definido por los parametros de
color L*, a* y b*, en donde L* indica la luminosidad, a* el cambio de verde a rojo y b* el
paso de amarillo a azul. Para describir objetivamente el color de las aceitunas empleadas en
todos los ensayos realizados en esta Tesis, se usaron 100 aceitunas sanas, tomadas
aleatoriamente de cada muestra, a las que, en un punto cualquiera de su zona ecuatorial, se
analizd6 su color de epidermis con el colorimetro. Para cuantificar los valores de este
parametro se utilizé la formula: IC = L*(b*- a*)/100, cuyo descenso expresa el cambio de
color de verde a purpura oscuro que sufre la aceituna durante su maduracion (Castellano et al.,

1993).

IL. 2. 2. Dureza del fruto
El reblandecimiento progresivo, que presenta un fruto conforme madura, se puede
utilizar para estimar de manera objetiva su grado de maduracidon. Al mismo tiempo, en el caso

de la aceituna, esta pérdida de textura también da una idea de la viabilidad que va a presentar
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después de su cosecha, siendo un buen indicio de su resistencia al deterioro y de la calidad
que posteriormente presentard el aceite que se obtendra de la misma (Garcia y Streif, 1991;
Castellano et al., 1993). Rutinariamente, en todos los ensayos llevados a cabo, la dureza del
fruto se determind, empleando las mismas 100 aceitunas utilizadas para la evaluacion del
color, también en un punto al azar de su zona ecuatorial. Para ello se utilizé un densimetro de
mano Zwick 3300 con un disco de penetracion de 5 mm de didmetro. Las medidas se

2
expresan en Newton/cm”.

IL. 2. 3. indice de Madurez

El método mas comunmente utilizado para evaluar el grado de maduracion de la
aceituna es el denominado “indice de Madurez”, desarrollado en la Estacién Experimental
Venta del Llano de Mengibar. Se basa en la valoracion subjetiva del color de la epidermis y el
mesocarpio de las drupas, que tiene lugar durante el desarrollo de su maduracion.
Primeramente, durante su formacion hasta que alcanza su tamafio definitivo y en la primera
fase de su maduracion (estadio verde-maduro) la epidermis de la aceituna se mantiene de un
color verde intenso. Luego este color verde palidece, para posteriormente iniciarse un
enrojecimiento en el apice del fruto (estadio de aceituna pintona), que va extendiéndose hacia
el extremo opuesto, en el pedunculo, hasta que el color verde es completamente sustituido por
una tonalidad rojiza (estadio de envero). Después, la piel se va oscureciendo, empezando de
nuevo por su apice, y comienza a colorearse de una tonalidad practicamente negra. En este
momento el mesocarpio, inicialmente blanco, va adquiriendo una tonalidad violacea desde el
exterior hasta llegar al hueso, momento en que el proceso madurativo puede considerarse
finalizado (Uceda y Frias, 1975). El procedimiento consiste en clasificar 100 frutos tomados
aleatoriamente de cada muestra en ocho categorias segin su color de piel y pulpa (se usaron
los mismos que se emplearon para medir, previamente, el color y la dureza). Cada clase se
representa con un valor creciente de 0 a 7 conforme aumenta el grado de maduracion del

fruto:

* Clase 0: Piel verde intenso

* Clase 1: Piel verde amarillento

* Clase 2: Piel verde con manchas rojizas en menos de la mitad del fruto. Inicio de envero

* Clase 3: Piel rojiza o morada en mas de la mitad del fruto. Final de envero

* Clase 4: Piel negra y pulpa blanca
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* Clase 5: Piel negra y pulpa morada sin llegar a la mitad de la pulpa

* Clase 6: Piel negra y pulpa morada sin llegar al hueso

* Clase 7: Piel negra y pulpa morada totalmente hasta el hueso

Una vez clasificados los frutos, el valor del Indice de Madurez se calcula dividiendo
por el numero total de frutos clasificados, es decir, 100, el sumatorio de los productos del
nimero de aceitunas de cada clase por el valor representativo de cada clase.

De acuerdo con la formula:

a0 +bl+c2+d3+e4+15+g6+h7
IM =

100

Donde a, b, ¢, d, ¢, f, g, h, representan el numero de frutos de las clases 0, 1, 2,3,4,5,6y 7,

respectivamente.

IL. 3. EXTRACCION FiSICA DEL ACEITE DE OLIVA
II. 3. 1. Extraccion a escala de laboratorio y calculo del rendimiento graso (‘Abencor’)

Este método, puesto a punto por Martinez et al. (1975), se utiliza para estimar el
rendimiento graso de la aceituna en la produccion de aceite virgen en la almazara mediante la
simulacion a escala de laboratorio del proceso industrial. El analizador ‘Abencor’ consta
esencialmente de tres elementos fundamentales:

*Un molino de martillos, de acero inoxidable, dotado de cribas intercambiables.
*Una termobatidora multiple, con ocho paletas que baten la pasta de aceituna triturada.
*Una centrifugadora de tipo cesta, en acero inoxidable, con un bol que gira a 3500 r.p.m.

El procedimiento consiste en moler las muestras de aceituna en el molino recogiendo
la masa en una bandeja donde se homogenizaba convenientemente. A continuacion se
pesaban 700- 800 g de pasta que se introducian en jarros con capacidad de 1 L, que se
sometian a un batido termostatizado a bafio maria durante 20 minutos, regulando el termostato
para que la temperatura de la pasta no supere los 28 °C. Posteriormente se afiadian unos 100
mL. de agua hirviendo y se continuaba batiendo otros 10 minutos mas. Acabado el batido, se
vertia la totalidad de la pasta del jarro en la centrifuga, acciondndola durante 1 minuto y se

recogia el mosto oleoso por la parte inferior en una probeta graduada. Con 100 mL de agua
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hirviendo se enjuagaba después el recipiente del batido y se volvia a centrifugar otro minuto
mas. El lavado resultante se recogia en la misma probeta anterior. Después de un reposo de 10
a 20 minutos se obtiene una separacion de la fase oleosa (aceite) de la fase acuosa (alpechin).
Se procede entonces a cuantificar en la escala de graduacion de la probeta el volumen de
aceite en mililitros.

Calculo de rendimiento:

Vxd
Rendimiento (%) = ------------- x 100
P

Siendo:
P: Peso en gramos de la pasta de aceituna en la batidora
d: Densidad del aceite considerando una temperatura de 20 °C (0.915 g mL™)
V: Volumen de Aceite cuantificado en la probeta

Finalmente, el aceite obtenido se decantaba con cuidado de la probeta, se filtraba con
papel jarabe y se guardaba en oscuridad a -20 °C tras hacerle pasar una corriente de nitrogeno

hasta su posterior analisis.

I1. 3. 2. Extraccion a escala industrial

La extraccion a escala industrial se llevo a cabo en la Almazara experimental del
Instituto de la Grasa (Foto 4). La linea de extraccion utilizada para los ensayos esta equipada
con un sistema continuo de extraccion de dos fases (Pieralisi Espana, S.L., Zaragoza, Espana),
controlado automaticamente (sistema API). El proceso comenzaba con la trituracion de
muestras de al menos 500 kg de aceituna en un molino de martillo (15 C. V.) a velocidad de
3000 rpm. La pasta resultante era batida, a continuacion, durante 90 minutos (30 °C) a
velocidad de 8 rpm con la adicion de 1 % de microtalco. Posteriormente, se enviaba la pasta a
una centrifuga horizontal (‘decanter’) de dos fases, con una velocidad diferencial de 7 r.p.m y
un caudal de alimentacion de 500 kg/h. Finalmente, la fase oleosa extraida era pasada a una
centrifuga vertical (1000-1200 A) que trabajaba con una relacion agua/ aceite de 1/1 a una
velocidad de 6500 rpm, obteniéndose un aceite limpio que era almacenado a 5 °C en envases
opacos de plastico de 25 L de capacidad. Para el posterior analisis se tomaron directamente de
la salida de la centrifuga vertical tres muestras de 1,5 L en botellas de PVC, al inicio, en el
intermedio y al final del proceso de extraccion. Estas muestras se conservaron a -20 °C y

atmosfera de nitrogeno hasta su utilizacion.
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PIERALIS]

Foto 4.- Almazara experimental del Instituto de la Grasa

IL. 4. DETERMINACION DE LA HUMEDAD

La cantidad de agua contenida en el fruto se expresa como humedad (% de agua
referido al peso total del fruto). En cada ensayo se tomd por cada replicado una muestra de
pasta triturada de 20 g, pesada con precision del mg. Las muestran fueron recogidas en
capsulas de acero, previamente taradas, y desecadas en estufa a 105 °C hasta que alcanzaron
un peso constante. Obteniéndose los valores de peso seco, que por diferencia frente al peso

himedo inicial, permitia calcular el valor de la humedad de los frutos referida en porcentaje.

La humedad de la pasta de aceituna se calcul6 de la forma siguiente:

Ph - Ps
H (%) = ---——-- x 100
Pm - Pv

Siendo:
H: Humedad de la pasta (%)
Ph: Peso inicial de la capsula con la muestra (g)
Ps: Peso final de la capsula con la muestra desecada (g)
Pm: Peso de la muestra (g)
Pv: Peso de la capsula vacia
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II. 5. EXTRACCIONES QUIMICAS

II. 5. 1. Extraccion quimica del contenido total de grasa (Método Soxhlet)

Para determinar el contenido graso total de los frutos de cada muestra se realizo la
extraccion mediante el método denominado Soxhlet, recogido en la norma UNE 55.030, cuyo
fundamento de extraccion consiste en poner en contacto una masa desecada de aceituna con
un disolvente organico, en el que se disuelve la grasa. La pasta seca, utilizada previamente
para la determinacioén de la humedad, era molida, cuidadosamente recogida e introducida en
cartuchos de papel de filtro, que se introducian en el seno del extractor. Este se une a un
matraz previamente pesado y se le afilade hexano por la parte superior, hasta que sifone y
caiga en el matraz. Se vuelve a afiadir hexano hasta que aproximadamente ocupe la mitad del
compartimento extractor. Se acopla el refrigerante a la parte superior del extractor, sujetando
el conjunto de forma que descanse sobre un foco de calor. Se da paso al agua del refrigerante
y se enciende el foco de calor, con lo que se activa la evaporacion del disolvente que, una vez
enfriado por el refrigerante, vuelve a caer en el compartimento extractor. Cuando éste se llena,
el sifon de que dispone hace descargar su contenido de nuevo en el matraz. El proceso se va
repitiendo durante ocho horas hasta el agotamiento del contenido graso de la muestra inicial y
su acumulacion en el matraz. Se procede entonces a retirar el sistema extractor y se evapora el
disolvente en un rotavapor. Cuando se considera terminada la evaporacion del disolvente se
introduce el matraz conteniendo la grasa de la muestra en una estufa a 105 °C, hasta que ésta

presente un peso constante. El contenido graso total se obtiene aplicando la formula siguiente:

P1-P2
% An= % Aceite en base al peso humedo = --------------- x 100
P
Siendo:
P = Peso pasta sin desecar
P1 = Peso del matraz con aceite
P2 = Peso del matraz vacio
100

%As= % Aceite en base al peso seco = % Ap X
100 - % humedad
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I1. 5. 2. Extraccion con adicion de disolvente previo al triturado

Se ha usado este método de extraccion para determinar si los componentes
responsables del amargor se hallan presentes en el aceite antes del proceso de extraccion fisica
o0 si por el contrario se incorporan al mismo durante este proceso. Se emplearon dos tipos de

disolvente, el hexano y la mezcla hexano/isopropanol (3/2, v/v).

IL. 5. 2.1. Extraccion con hexano

Se toman por replicado 200 g de aceitunas de la variedad ‘Picual’, previamente
mantenidas a 4 °C en una camara refrigerada durante 12 h, se deshuesan, se cortan en rodajas
finas que se van echando en un vaso de trituracion Omnimixer, refrigerado con hielo para
mantener inhibida cualquier posible actividad enzimatica, y se colma con hexano. La pulpa se
tritura durante 30 segundos. El triturado se filtra, recuperandose el liquido resultante filtrado.
El solido se lava consecutivamente dos veces con 50 mL de hexano y se filtra incorporandose
el material filtrado al obtenido previamente. El liquido resultante se deja decantar,
eliminandose la fase inferior acuosa. La superior se filtra con papel jarabe y se hace evaporar
con un rotavapor hasta la eliminacion total del disolvente. El aceite resultante se analizd

sensorialmente después de la extraccion. La experiencia se hizo por triplicado.

I1. 5. 2. 2. Extraccion con la mezcla hexano: isopropanol (3/2, v/v)

Se utiliza comunmente en bioquimica de lipidos para la extraccion total de los
compuestos lipidicos presentes en un tejido (Hara y Radin, 1978). Se us6 en paralelo a la
extraccion con hexano, para tener seguro que la ausencia de componentes amargos en el aceite
extraido no fuera debida a la falta de polaridad del disolvente, que se aumenta con la presencia
de isopropanol. Este método repite el proceso anteriormente descrito con la variante del
empleo de centrifugacion durante 10 minutos a 1.000 g en lugar del uso de embudo de

decantacion para la separacion de las fases.
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II. 6. DESARROLLO DE METODOS OBJETIVOS PARA LA EVALUACION DEL
GRADO DE MADUREZ DE LA ACEITUNA

Veinticinco frutos procedentes de cada uno de 12 olivos de las variedades ‘Arbequina’
y ‘Picual’, cultivados bajo idénticas condiciones de suelo, irrigacion y condiciones de
iluminacion en una finca situada en las Plantas Experimentales del Instituto de la Grasa de
Sevilla, fueron cosechadas quincenalmente a partir de la primera semana de Octubre de la
campafia 1997/98, cuando comenzaron a exhibir su tamafio definitivo, conservando aun el
color verde original de su epidermis (grado de maduracion verde-maduro en cualquier tipo de
fruto). En cada toma de muestra se procedié a medir el color, la dureza y el IM de cada uno de
estos frutos. Se estudio la posible existencia de correlaciones entre estos tres parametros con
el avance del tiempo de maduracion, asi como entre los dos primeros y el tercero, para
establecer, si es posible una estimacion fiable del grado de maduracion por métodos, que no
requieran una interpretacion subjetiva de los cambios de color de la aceituna durante su

proceso madurativo.

I1. 7. EVOLUCION DE LA CALIDAD, COMPOSICION FENOLICA Y PRESENCIA
DEL ATRIBUTO AMARGO EN EL ACEITE DURANTE LA MADURACION DE LA
ACEITUNA. INFLUENCIA DE LA PLUVIOMETRIA

Se compar6 la evolucion de la calidad y de la composicion en compuestos fenolicos
relacionados con el amargor del aceite de oliva durante la maduracion de la aceituna de las
campafias 1998/99 y 2002/03, que registraron una misma temperatura media, pero muy
destinto nivel de pluviometria, pues la segunda campafia recibid practicamente un volumen
doble de lluvia que la primera (Tabla 11). Esta circunstancia extraordinaria hizo posible que
pudiera estudiarse en conjunto, tanto el efecto de la maduracion, como el del aporte de agua
sobre las caracteristicas del aceite extraido. Con este proposito, aceitunas de las variedades
‘Arbequina’ y ‘Picual’ procedentes de olivos cultivados en las Plantas Experimentales del
Instituto de la Grasa, fueron cosechadas semanalmente desde finales de Septiembre o
principios de Octubre (IM medio entre ‘0,3’ y ‘1,6’) hasta finales de Enero (IM medio entre
‘4,0’ y ‘5,5’). En cada toma de muestra se cosecharon por triplicado 4 kg de aceitunas, a las
que les fue determinado ademds del IM, el color de epidermis y la dureza de su pulpa.
Posteriormente, se procesaron por el método “Abencor”. El aceite obtenido de cada triplicado

de muestra fue analizado en los parametros fisico-quimicos que determinan su calidad
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(acidez, indice de perdxidos, absorbancia ultravioleta, andlisis sensorial), su estabilidad

oxidativa y sus contenidos en polifenoles y pigmentos (Yousfi et al., 2006).

Tabla 11.- Temperaturas (° C) y precipitaciones (L/m?) mensuales durantes el crecimiento y la maduracion de
la aceituna en las campafias 1998/99 y 2002/03. (Yousfi et al., 2006).

Abril Mayo Junio Julio  Agosto Sept. Oct. Nov. Dic. Enero Media Total
Temperaturas medias (° C)
1998/99 | 14,1 18,4 24,6 28,2 28,1 23,8 18,6 14,8 10,8 10,6 19,2
2002/03 | 16,8 19,3 23,0 25,4 243 21,9 20,1 15,8 13,8 11,7 19,2
Precipitaciones (L/m?)
1998/99 | 30,5 132,0 11,0 0,0 0,0 48,0 0,0 18,0 36,0 13,0 288,5
2002/03 | 61,3 0,0 0,0 0,0 0,0 1063 51,2 1445 1384 50,5 552,2

II. 8. DETERMINACION DEL MOMENTO DE ENTRADA DEL ATRIBUTO
AMARGO EN EL ACEITE DE OLIVA

Para aclarar si los componentes responsables del atributo amargo se hallan presentes
en el aceite cuando aun esta contenido en los cuerpos grasos del citoplasma de la célula del
mesocarpio, antes del procesado del fruto o, si por el contrario, estos compuestos se asocian al
aceite durante el proceso de molturacion del fruto y el subsecuente batido de la pasta
resultante, se procedid a la extraccion del aceite de aceitunas ‘Picual’ procedentes de la
Plantas Experimentales del Instituto de la Grasa con un Indice de Madurez medio de 1’ en
paralelo, utilizando una extraccién fisica por el método “Abencor” y dos extracciones
quimicas, s6lo con hexano o bien con la mezcla de hexano-isopropanol. Los aceites extraidos
fueron analizados por un panel de catadores para evaluar sensorialmente su intensidad de

amargor.

II. 9. DETERMINACION DE SI LA ENTRADA DEL ATRIBUTO AMARGO AL
ACEITE DE OLIVA ESTA RELACIONADA CON UNA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para saber si el proceso de entrada del amargor en el aceite se debe a una simple
puesta en contacto de éste con los componentes amargos durante la molturacion y el batido de
la aceituna, o si requiere, ademads, el concurso de una actividad enzimatica, se estudio si la

temperatura a la que estd sometido el fruto previamente al proceso de extraccion afectaba a la
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intensidad de amargor del aceite. El ensayo se realizé comparando la intensidad de amargor,
medida sensorialmente, de las aceitunas ‘Picual’ no tratadas o previamente expuestas a un

tratamiento de 80 °C durante 12 horas y de los aceites que se obtuvieron de ambas.

II. 10. TRATAMIENTOS FiSICOS REALIZADOS SOBRE LA ACEITUNA PARA LA
DISMINUCION DEL AMARGOR EN EL ACEITE VIRGEN

I1. 10. 1 Tratamientos térmicos

II. 10. 1. 1. Tratamiento en camaras termostatizadas

II. 10. 1. 1. 1. Refrigeracion a 5 °C

Aunque ya se ha demostrado que la conservacion a 5 °C de la aceituna por un periodo
de 30 dias permitia obtener un aceite con un nivel de calidad similar al extraido inicialmente
(Gutiérrez et al., 1992; Garcia et al., 1996a; Garcia et al., 1996b), nada se ha publicado aun
sobre el efecto que este tipo de tratamiento poscosecha ejerce sobre la presencia del atributo
amargo en los aceites. En esta Tesis se ha abordado también esta estrategia s6lo a escala de
laboratorio, utilizando las variedades ‘Manzanilla’, ‘Picual’ y ‘Verdial’. Para ello, se
conservaron a 5 °C un total de 100 kg de aceituna de cada variedad, distribuidos en 8 cajas
perforadas de plastico con capacidad de 12 kg por un periodo de hasta 8 semanas.
Semanalmente se sacaba una de las cajas, se repartia su contenido en 3 muestras de 4 kg, que
eran después procesadas separadamente para la extraccion fisica del aceite. Previamente a la
conservacion, se proces6 igualmente una muestra similar, que sirvidé de control (tiempo 0 de
conservacion). Tras evaluar el rendimiento graso, el aceite obtenido se conservo en atmoésfera

de N; a -20 °C hasta su posterior analisis.

II. 10. 1. 1. 2. Calentamiento en atmosfera de aire

Con el objeto de verificar si un periodo de calentamiento suave previo al
procesamiento del fruto conseguia reducir la intensidad del amargor del aceite virgen
obtenido del mismo, sin alterar su calidad, se calentaron por triplicado muestras de 5 kg de
aceitunas sanas con un Indice de Madurez medio de ‘1°, valores medios de IC de 31,70 y
25,80 y de dureza de 47,70 y 44,70 N/cm’, respectivamente para las variedades ‘“Manzanilla’
y ‘Verdial’ en camaras termostatizadas a temperaturas de 30, 40, 45 y 50 °C durante 24 horas
(‘Manzanilla’) y durante tiempos de 0, 24, 48 y 72 horas a 40 °C (‘Verdial’). Posteriormente,

fue extraido fisicamente el aceite de las muestras y conservado en frio con atmosfera de
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nitrogeno hasta que se pudieron analizar, tanto sus parametros fisico-quimicos y sensoriales

de calidad, como su contenido en pigmentos y polifenoles.

I1. 10. 1. 1. 3. Calentamiento en atmosfera modificada

También fue estudiado el efecto de la modificacion de la atmosfera de conservacion
del fruto, combinado con el tratamiento térmico sobre la calidad de sus aceites. En este
ensayo se empleo la variedad ‘Lechin’. Las muestras de 2 kg de aceituna seleccionada con un
indice de maduracién medio de ‘1,5 se dispusieron en envases de cristal con capacidad para
3,8 litros y adaptados para el cierre hermético. Las muestras se dispusieron de tres formas
distintas: Con el envase abierto, manteniendo una atmosfera normal de aire; con el envase
cerrado para inducir la formacidon de una atmoésfera modificada pasiva, con altos niveles de
CO; y bajos en Oy, provocada por la propia respiracion del fruto y, finalmente, con el envase
cerrado y la adicion de 30 ppm de etileno. Las muestras, por triplicado, se mantuvieron
durante 72 horas a 20 o 40 °C, excepto la muestra inicial que fue procesada inmediatamente
sin ningln tipo de tratamiento. Antes de abrir los recipientes, se midi6 la concentracion
gaseosa presente en la atmosfera de los mismos. La concentracion de CO, y O, fue
determinada por cromatografia gaseosa, inyectando una muestra de 150 pL. de la atmoésfera
contenida en el envase en un cromatografo Hewlett-Packard 5890 (Hewlett-Packard, Santa
Clara, USA), equipado con un detector de conductividad y una columna de tamiz molecular
(80-100 mallas) Carbosieve S2 (Supelco Inc., Bellefonte, USA) de 3 m de longitud y 3 mm de
diametro interno. El inyector y el detector se mantuvieron a 250 °C y la temperatura del horno
fue de 33 y 225 °C para el O, y el CO; respectivamente (Pérez et al., 1997). La concentracion
de etileno se determind usando el mismo aparato y el mismo volumen de muestra, pero
empleando una columna de alumina F1 activada con 1m de longitud y 3 mm de didmetro. El
inyector y el detector se mantienen a 150 °C y el horno a 100 °C. Tras los tratamientos, se
procedid a la extraccion fisica del aceite de las muestras. El aceite obtenido se guardd en

atmosfera de nitrégeno a -20 °C hasta su posterior analisis.

IL. 10. 1. 2. Inmersion en agua caliente

La inmersion en agua caliente permite una mas rapida y efectiva transmision del calor
a la muestra, permitiendo la reduccioén del tiempo de ensayo. El desarrollo de este tipo de
tratamiento se llevo a cabo en tres fases. En primer lugar se estudio si el tratamiento de
inmersion, aplicado al fruto, era capaz o no de controlar el amargor del aceite. Para ello, se

realizaron ensayos preliminares en que se emplearon dos variedades de las que se disponia:
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‘Pico Limén’ y ‘Picual’ (IM °2,0’). Una vez comprobada la viabilidad del tratamiento, y que
¢éste no afectaba significativamente a la calidad comercial del aceite, se seleccionaron el
tiempo de tratamiento y el rango idoneo de temperaturas, con los que conseguir una reduccion
efectiva de la intensidad del amargor. Para ello se realizaron otros ensayos a tiempos y
temperaturas crecientes, empleando sélo la variedad ‘Picual’ con IM de ‘1,0°. En una segunda
fase, ademas de a la variedad ‘Picual’, se hizo extensivo el estudio a las variedades
‘Manzanilla’ y ‘Verdial’ (IM ‘1,0°), contando ya con la base aportada por el estudio realizado
anteriormente, que permitio fijar el tiempo de 3 minutos como el mas conveniente para la
realizaciéon de los tratamientos, mientras que la temperatura de ensayo se restringidé a un
abanico, todavia amplio, entre 55 y 75 °C. En estos ensayos se hizo especial hincapié en la
repercusion de los tratamientos aplicados sobre la calidad de los aceites obtenidos, incluyendo
el efecto del mismo sobre su composicion fenolica. Finalmente, a la vista de los resultados
obtenidos, se abordd una tercera fase que consistido en la realizacién de ensayos a escala
industrial en la Almazara Experimental del Instituto de la Grasa, para estudiar la adaptabilidad

del tratamiento a las lineas de procesado actualmente utilizadas por la industria.

II. 10.1. 2. 1. Tratamientos a escala de laboratorio

II. 10. 1. 2. 1. 1. Ensayos preliminares

Muestras de 2 kg de aceitunas sanas de la variedad ‘Picual’ con un Indice de Madurez
medio de ‘1°, se colocaron en 75 bolsas de tipo malla. Tres de ellas constituyeron el testigo o
tiempo 0 de tratamiento. Las restantes, distribuidas en 4 grupos de 18 bolsas, se sumergieron
en bafios de agua a 45, 50, 55 o 60 °C, respectivamente. Después, se fueron sacando de cada
bafio las bolsas en grupos de tres a tiempos de 3, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos, siendo a
continuacion procesadas independientemente utilizando la extractora ‘Abencor’. Los aceites

producidos se conservaron en atmdsfera de N, a -20 °C hasta su posterior analisis.

I1. 10. 1. 2. 1. 2. Identificacion de la temperatura idonea de tratamiento

De un total de 100 kg de aceitunas sanas de las variedades ‘Manzanilla’, ‘Picual’ y
“Verdial’ con un indice de Madurez medio de ‘1” fueron tomadas aleatoriamente 18 muestras
de 3,5 kg de frutos por cada variedad, que fueron introducidos en bolsas de tipo malla
similares a las usadas en el ensayo anterior. Las muestras fueron también aleatoriamente

distribuidas en 6 grupos de triplicados. Cinco de estos grupos fueron sumergidos durante 3
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minutos respectivamente en bafios de agua a temperaturas que oscilaron, segun la variedad
empleada, entre 60 y 72 °C. Posteriormente, el aceite contenido en las muestras era
inmediatamente extraido y, tras la medida del rendimiento, almacenado en frio (-20 °C) en
atmosfera de N, hasta su analisis. El sexto triplicado fue procesado directamente sin ningin

tipo de tratamiento, constituyéndose en el control del ensayo.

IIL. 10. 1. 2. 2. Tratamientos térmicos a escala industrial

En los ensayos industriales se emplearon aceitunas con un IM entre ‘0,5’ y ‘3,5 de las
variedades: ‘Manzanilla’ (procedentes de Villarrasa y Dos Hermanas), ‘Picual’ (Cabra) y
‘Verdial’ (Villarrasa). La unidad de muestra fue de 500 kg, la cantidad minima de molienda
precisa para el correcto funcionamiento de la extractora industrial de dos fases de la Almazara
Experimental del Instituto de la Grasa. Para la realizacion de estos tratamientos se utilizo una
escaldadora industrial (Desarrollos Tecnolégicos Bando, Dos Hermanas, Sevilla) del Instituto
de la Grasa, utilizada habitualmente para la pasteurizacion de aceitunas de mesa. El aparato de
acero inoxidable, consta de un tambor rotatorio dotado en su interior de un tornillo sinfin, que
arrastra a los frutos, manteniéndolos sumergidos en un bafio termostatizado de agua (Foto 5).
La velocidad del tratamiento se regulaba, de manera que el tiempo total de paso de los frutos
por el bano fuera de 3 minutos, mediante un reductor de velocidad mecénico. La temperatura
del agua se ajustaba mediante la inyeccion del vapor procedente de una caldera con una

valvula regulable.

Foto 5- Pasteurizadora de aceitunas de mesa utilizada para el tratamiento térmico a escala Industrial

La capacidad de produccion se ajustd en funcion de la entrada del fruto en la maquina
a razdén de 500 kg/h. La aceituna tratada se recogia en cajas de pléstico de 25 kg de capacidad

y se procesaba inmediatamente en la Almazara, o bien era guardada a temperatura ambiente
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durante 24 horas antes de su procesamiento. En cada ensayo se realizo un control, procesando

una cantidad similar de aceitunas, sin que se les aplicara ningtn tipo de tratamiento previo.

II. 11. ANALISIS DE PARAMETROS DE CALIDAD DEL ACEITE

I1. 11. 1. Parametros fisico-quimicos
I1. 11. 1. 1. Determinacion del grado de acidez

La presencia de acidez libre en un aceite es una excelente medida de su grado de
deterioro hidrolitico. Representa el porcentaje de acidos grasos libres que contiene un aceite o
grasa expresandose como acido oleico. Se debe a la rotura de los enlaces de tipo éster entre la
glicerina y los acidos grasos que componen las moléculas basicas del aceite, los triglicéridos.
Esta rotura puede estar motivada por dos causas no necesariamente excluyentes: Una
hidroélisis quimica favorecida por un exceso de humedad en el aceite y/o a un origen
enzimdtico debido a la actividad del enzima lipasa, ya sea de la propia aceituna o, mas
probablemente, de microorganismos parasitos que hubieran infectado al fruto de forma previa
a su molturacién. Una elevada acidez indica que un aceite esta alterado a consecuencia de
errores en una o mas fases en su proceso de elaboracion y manipulacion comercial, aunque
principalmente da a entender que el fruto de procedencia sufrié un serio deterioro por
podredumbre (Gutiérrez et al., 1992).

Para la realizacion de este método se pesan en un matraz Erlenmeyer de 250 mL unos
10 gramos de aceite por replicado con precision de 0,01 g. Se afiaden 50 mL de una mezcla de
alcohol: éter etilico (1:1, v/v), previamente neutralizada con sosa. Se agita hasta la disolucion
completa de la grasa. Se le afladen unas gotas de fenolftaleina al 1 % y se valora con la
disolucion de hidroxido potasico de 0,1 N. Hasta que una sola gota produzca un viraje débil
del indicador (la coloracion rosa de la fenolftaleina debe permanecer al menos durante 10
segundos). (Reglamento CEE/2568/91, Anexo 2)

La acidez, expresada en porcentaje de acido oleico se calcula por la formula:

Siendo:

V: Volumen consumido, en mL, de hidréxido potésico (KOH)
N: Normalidad del hidroxido potasico (KOH)

P: Peso en gramos del aceite

Pm: Peso molecular del acido Oleico (282 g/mol)
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I1. 11. 1. 2. Determinacion del indice de peroxidos

Los peroxidos son los primeros productos que se forman en el proceso de oxidacion de
los aceites, por lo cual su cuantificacion determina el grado de su oxidacidon primaria. Tiene
importancia su determinacién en cuanto que el valor maximo de contenido que deben
presentar los aceites de oliva virgenes esta normalizado (< 20 para el extra), pero realmente
la informacion que ofrece es muy limitada. Un valor bajo en la presencia de estos compuestos
no implica necesariamente que el aceite no presente un nivel elevado de oxidacion, debido a
que los peréxidos se han podido descomponer en otras moléculas.

El procedimiento consiste, para cada replicado, en pesar un matraz de 250 ml de cierre
esmerilado con su tapon previamente limpio y seco, al que se le afiaden de 1,8 a 2.2 gramos
de aceite lo mas rapido posible. Se disuelven en 25 mL de una mezcla exenta de oxigeno de
cloroformo: acido acético (10:15, v/v). A continuacion se le afiade 1 mL de solucidn saturada
de yoduro potasico. Se cierra rapidamente el matraz, se agita durante 1 minuto y se mantiene
en reposo en la oscuridad durante 5 minutos a una temperatura comprendida entre 15 y 25 °C.
Transcurrido este tiempo se afladen 75 mL de agua destilada y se valora (agitando al mismo
tiempo vigorosamente) el yodo liberado con una solucion de tiosulfato sdédico 0,002 N, para
aceites con indices inferiores o iguales a 20, y de 0,01 N para aceites con indices mas
elevados, utilizando la solucion de almidon como indicador. El viraje se reconoce cuando
cambie el color de violeta a blanco sucio. Simultaneamente, como control, se realiza un
ensayo en blanco, sin muestra de aceite. Si la valoracion de éste requiere mas de 0,05 mL de
tiosulfato sdédico 0,01 N, se debe repetir el ensayo sustituyendo los reactivos. (Reglamento
CEE/2568/91, Anexo 2)

El indice de peroxidos (IP), expresado en miliequivalentes de oxigeno activo por kg.

de aceite y se calcula mediante la formula siguiente:

V x N x 1000
I.P (meqO /K@) = --—--—--mmmmmmmmmm
P

Siendo:

LP: Indice de peroxidos (meqO /kg de aceite)

V: Volumen en mL de tiosulfato so6dico gastado en el ensayo.

N: Normalidad exacta de la solucion de tiosulfato sodico empleada
P: Peso en gramos de aceite
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II. 11. 1. 3. Absorcion espectrofotométrica en la region ultravioleta

La absorbancia espectrofotométrica en la region ultravioleta puede proporcionar
indicaciones sobre la calidad de una materia grasa, su estado de conservacion y las
modificaciones inducidas por los procesos tecnoldgicos. Las absorciones en las longitudes de
onda de 232 y 270 nm se deben a la presencia de sistemas diénicos y triénicos conjugados y
compuestos de tipo carbonilo (aldehidos y cetonas), respectivamente. Es decir, compuestos
que se desarrollan tanto en las fases iniciales como en las finales del proceso de oxidacioén. En
consecuencia, estos indices dan una mejor idea que el IP del deterioro oxidativo que presenta
un aceite. El procedimiento consiste en pesar de cada replicado de aceite 20-30 mg (para el
K232) y 200-300 mg (para el K;79) en matraces aforados de 10 mL que se completan con
ciclohexano y se homogeneizan. La solucion resultante debe estar perfectamente clara (si
presentara opalescencia o turbidez, se deberia filtrar con papel de filtro). Después de hacer
una lectura en blanco con ciclohexano, se llena una cubeta de cuarzo para espectrofotometria
ultravioleta con la solucidén obtenida y se mide la absorbancia a las longitudes de onda de 232
y 270 nm, respectivamente. Los valores de extincion obtenidos deben estar comprendidos en
el intervalo entre 0,1 y 0,8; en caso contrario es necesario repetir la medida utilizando
soluciones mas concentradas o mas diluidas segun el caso (Frias et al., 1991).

Los valores de estas absorciones se expresan como coeficientes de extincion especifica

a 232y 270 nm (Kz3, y Kz70), que se calculan como sigue:

Absorbancia (1)
K= x 100
P

Siendo:

(1 ): La longitud de onda utilizada (232 6 270),
P: el peso, en miligramos de la muestra.

I1. 11. 1. 4. Estabilidad oxidativa ‘Rancimat’

La estabilidad oxidativa de un aceite de oliva virgen es un parametro de calidad no
contemplado en la normativa que regula las categorias de calidad de los aceites virgenes, pero
que va cobrando creciente importancia sobre todo para los aceites de fritura. Se define como
el tiempo necesario para que un aceite comience a presentar sintomas de enranciamiento
(Laubli y Bruttel, 1986). Desde el punto de vista del consumidor es la valoracion fisico-

quimica de comprension mas facil. Es mas evidente para cualquier ciudadano en general, no
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necesariamente versado en el mundo del aceite, que una mayor estabilidad supone un mayor
tiempo de utilizacion del producto. En este trabajo se ha empleado el método ‘Rancimat’,
segun describieron Gutiérrez et al. (1989). Este método ofrece una serie de ventajas: su
automatismo, que hace minima la necesidad de atencidon durante el curso de la determinacion,
el poder realizar simultaneamente seis determinaciones, el menor consumo de reactivos y el
apreciable ahorro de tiempo.

Consiste en someter una muestra de 3,0 = 0,01 g de aceite en el tubo de reaccion del
aparato Rancimat 679 (Metrohm Herisan, Suiza) a una oxidacién forzada mediante una
corriente de aire seco situada entre 15 y 20 L/h y a una temperatura definida de 100 °C. Cada
muestra se pesa en el tubo de reaccion, el cual se coloca en el bloque de calentamiento. Se
conectan al surtidor de aire y a las vasijas de medida que contiene 75 cc de agua desionizada y
donde van introducidos los electrodos. En esta vasija, con el tiempo, se desprenden productos
volatiles del aceite, que son retenidos por el agua destilada y cuya acumulacion se registra
automaticamente, por la medida de la conductividad del agua. Se obtiene asi una curva en
donde se visualiza como va transcurriendo la oxidacion del aceite. Con el tiempo la curva
presentard una variacion brusca de pendiente, cuando el periodo inductivo pase a la fase de
oxidacion rapida. El tiempo en horas transcurrido desde el inicio del proceso hasta el punto de
mayor curvatura de esta curva experimental (fin del proceso inductivo) es considerado el

valor de estabilidad ante la oxidacion del aceite que se analiza.

II. 11. 1. 5. Determinacion espectrofotométrica del contenido en carotenos y clorofilas

El contenido en pigmentos como base determinante de la coloracion de los aceites se
ha propuesto para su utilizacion como criterio para evaluar la calidad de los mismos,
especialmente para la deteccion de mezclas con aceites de semillas o con aceites de oliva
refinados parcialmente (Minguez-Mosquera et al., 1990).

El procedimiento que se empleod fue el siguiente: En un matraz aforado de 25 mL con
cierre esmerilado, se pesaban aproximadamente 7,5 g de muestra, con la precision del
miligramo; se disolvian en ciclohexano hasta el enrase, se agita muy bien para que la mezcla
esté bien homogenizada. Esta disolucion se introduce en una cubeta de cuarzo de 1 cm de
paso, transparente en la region del espectro visible. Se efectlia, previamente, un blanco con
ciclohexano puro, y se realiza la medida a la longitud de onda deseada. Las lecturas de
extincion deberdn estar comprendidas entre las 0,2 y 0,8 unidades de absorbancia a 472 nm, y

a 670 nm para los carotenos y las clorofilas, respectivamente. Se utilizé un espectrofotometro
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Beckman DU 640. Los resultados se expresan en mg/kg de aceite. Para el calculo de la

cantidad de clorofila presente en la muestra se utiliza la siguiente féormula:

Ag70 X Vi
C= x 1000
E 1% X P

Siendo:
C.  Concentracion de clorofilas (mg/kg)
A ¢70 Lectura de la absorbancia a la longitud de onda de 670 nm
V¢:  Volumen final de ciclohexano
E 10, : Coeficiente de extincion especifica de clorofila igual a 613
P: Peso de la muestra (g)

Para el calculo del contenido en carotenos:

A472 X Vi
C= x 1000
E 1% X P
Siendo:
C: Concentracion de carotenos (mg/kg)

A 475, Lectura de la absorbancia a la longitud de onda de 472 nm

V¢: Volumen final de ciclohexano

E 10,: Coeficiente de extincion especifica de B-caroteno igual a 2000
P: Peso de la muestra (g)

II. 11. 1. 6. Composicion en acidos grasos

Los aceites vegetales y grasas animales presentan una composicion acidica especifica,
que permite determinar mediante su andlisis el origen de la muestra. En el aceite de oliva ésta
composicion es variable y depende de diversos factores como la variedad, medio de cultivo,
maduracion el fruto, etc. (Pérez et al., 1999). Las determinaciones analiticas se efectuan
mediante cromatografia de gases después de obtener los ésteres metilicos. Estos se obtienen
por transesterificacion en metanol con potasa metanolica en frio (Cert et al., 1996b). El
cromatografo utilizado fue un Hewlett Packard 5890 Serie 11, equipado con columna capilar
de silice fundida Omegawax Tm 320, de 30 m de longitud, 0,32 pm de didmetro interno y
pelicula de 0,25 pum de espesor, y detector de ionizacion de llama (FID). Para su
determinacion se pesa 0,1g de aceite, se disuelve en 3 mL de heptano y se afiade 0,5 mL de
potasa metanolica 2N. A continuacidn se agita y se deja aproximadamente 30 minutos. Se
recoge el sobrenadante y se inyecta 1 pl en el cromatografo de gases, obteniéndose los

porcentajes de los distintos acidos grasos.
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Los anélisis se llevaron acabo con una rampa de temperatura que comenzo6 con 165 °C
durante 4 minutos, un incremento de 2 °C por minuto hasta alcanzar los 200 °C, y un
mantenimiento de esta temperatura durante 15 minutos. La temperatura del inyector fue de
200 °C, y la del detector de 250 °C, con un flujo de gas auxiliar (N,) de 30 mL/min, flujo de
split de 70 mL/min y una relacion de split de 1/40.

El porcentaje de cada 4cido graso se determina segun:

(Ax x 100)

% Acido graso x =

DA

Donde:

A,. Area del pico del acido graso x.

> A. Suma de las areas de todos los 4cidos grasos.

II. 11. 1. 7. Determinacion de la composicion y del contenido en esteroles mediante
cromatografia de gases con columna capilar

El presente método describe el procedimiento para la determinacion del contenido en
esteroles individuales y totales de las materias grasas (Reglamento CEE/2568/91, Anexo V).
Procedimiento
Preparacion de la Fraccidn insaponificable:

Antes de pesar el aceite en un matraz de 250 mL se afiade 1 mL de solucién de
patrones (eneicosanol (C,;OH) y a-colestanol en cloroformo). Se evapora el disolvente en el
que van los patrones y se pesan 5 g de aceite con exactitud de mg. Se le afaden a
continuacion 50 mL de solucion alcohdlica 2N de KOH (13 g + 20 mL de agua + 80 mL de
alcohol) y se tiene a ebullicion 1 hora. Mas tarde, se le anade agua destilada. Se transfiere
todo a un embudo de decantacion de 500 mL. Las extracciones se realizan con éter etilico (3
veces X 80 mL), los extractos se combinan en otro embudo de decantacion. Se lava varias
veces con agua hasta pH neutro. La solucion de éter se pasa por un filtro que contiene sulfato

sodico anhidro. A continuacion se elimina el disolvente en una rotavapor y se pesa.

Expresion de los resultados:

(gramos obtenidos)
% Insaponificable = x 100
(gramos de aceite pesado)
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Para la determinacion cuantitativa de los componentes del insaponificable del aceite
es necesario, una vez obtenido éste, proceder a eliminar las interferencias, desarrollando

mediante cromatografia en placa fina (CCF).
Fraccionamiento del insaponificable: Desarrollo en CCF

La CCF se realiz6 sobre placas de vidrio recubiertas de silica gel 60, de 2,25 mm de

espesor (Merck), desarrollando dos veces con una mezcla hexano-éter (65/35).
Preparacion de placas para el aislamiento del insaponificable

Las placas de silice deben recubrirse previamente con una solucién de potasa en
etanol, para que retenga en su origen la parte de acidos grasos libres y jabones que no han

sido eliminados y asi evitar su interferencia en la separacion de los esteroles.
Procedimiento

Se pesan 2,8 g de potasa a los que se les anaden 250 mL de alcohol etilico. Esta
solucién se pone en una bandeja en la que se sumerge la placa cromatografica (20x20)
durante 1 minuto. A continuacion se seca al aire durante, al menos, 1 hora y seguidamente se

activa en una estufa durante 1 hora a 105 °C.
Desarrollo cromatogréfico de la fraccion insaponificable

El insaponificable obtenido, una vez pesado, se redisuelve en 1,5 mL de cloroformo y
se siembra en la placa. Esta se desarrolla en una cubeta cromatografica con hexano: éter (65:
35, v/v); con dos desarrollos, el primero hasta la mitad de la placa y el segundo completo. Una
vez terminado el segundo, se seca al aire y se revela pulverizando con la solucion 2,7-

diclorofluoresceina (Figura 2).

R ——— »  Hidrocarburos
] > Tocoferoles
| ——— > Alcoholes
| et s St — —>  Esteroles
_ — Dialcoholes triterpénicos

TR S e

Figura 2.- Cromatografia en placa fina de la fraccion insaponificable de un aceite
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Una vez realizado el desarrollo de la placa, se aislan las bandas correspondientes a
los compuestos o grupos de compuestos a determinar, se derivatizan (silanizando) y se

inyectan en el cromatdgrafo de gases con el método correspondiente a cada uno de ellos.
Aislamiento y derivatizacion de:

1. Alcoholes + metilesteroles.

2. Esteroles + eritrodiol y Uvaol.

Las bandas correspondientes a estas dos fracciones se raspan y se ponen en un filtro.
Se lava 1° con 10 mL de cloroformo caliente; 2° se lava dos veces con 10 mL de éter etilico.
Se lleva a sequedad mediante rotavapor. A continuacion se anaden 200 pL de reactivo
silanizante (Trimetilcloroxilano/hexametil-disilazano en piridina) y se inyectan en el

cromatografo de gases con las condiciones de alcoholes o esteroles.

Identificacion de los picos

Para la identificacion de los diferentes picos se utilizan los tiempos de retencion de los
esteroles analizados en las mismas condiciones. La elucion de los esteroles se efectia en el
orden siguiente: colesterol, brassicasterol, 24-metilencolesterol, campesterol, campestanol,
estigmasterol, A-7campesterol, A-5,23-estigmastadienol, clerosterol, B-sitosterol, sitostanol,

A-5-avenasterol, A-5,24- estigmastadienol, A-7-estigmastenol, A-7-avenasterol.

Condiciones cromatograficas para la determinacién de alcoholes:

Columna: SPBS5

Temperatura de horno: 215-290 °C a 2 °C/min
Tiempo a la Temperatura inicial: 5 min
Tiempo a la Temperatura final: 8 min
Inyector: 300 °C

Detector: 300 °C

Tiempo de andlisis: 50 min
Condiciones cromatograficas para determinacion de esteroles:

Columna: SPB5

Temperatura horno: 265 °C
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Inyector: 300 °C
Detector: 300 °C

Tiempo de analisis: 30 min

Determinacién cuantitativa

Calcular las areas de los picos del a-colestanol y de los esteroles utilizando el
integrador. El coeficiente de respuesta (CPG) para el a-colestanol debe considerarse como 1.
Se registra el contenido de cada uno de los esteroles en mg/kg de materia grasa y, su suma
como "esteroles totales”.

Formula para calcular el contenido de cada uno de los esteroles, expresado en mg/kg

de materia grasa:

Ax.ms
Esterol X = ---————-———--—- x 100
As.m

Siendo:

Ax: area del pico del esterol x, en milimetros cuadrados,

As: area del pico del g-colestanol, en milimetros cuadrados.

ms: peso de a-colestanol afiadido, en miligramos,

m: peso de la muestra tomada para la determinacidon en gramos.

El porcentaje de cada uno de los esteroles simples es la razon entre el area del pico

correspondiente y la suma de las areas de los picos de los esteroles.

AXx
% Esterol x = -—————mmmeev x 100

YA

Siendo: ’
Ax: Area del pico de x,
> A: Suma de las areas de todos los picos.

IL. 11. 1. 8. Determinacion del contenido en eritrodiol y uvaol

La determinacion del eritrodiol y uvaol se realizdé siguiendo el ANEXO VI del
Reglamento 2568/91 de la CEE (1991), mediante cromatografia gaseosa capilar. El eritrodiol,
entendido corrientemente como conjunto de los dioles eritrodiol y uvaol, es un componente

del insaponificable, caracteristico de algunos tipos de materias grasas.
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Procedimiento

Se realiza tal como se indica en el Anexo empleado en la determinacion de los
esteroles. Una vez inyectada la muestra, dejar que se desarrolle el proceso hasta que se
produzca la elucion de los esteroles presentes, el eritrodiol y el uvaol. Se identifican los picos

y se calculan sus areas de la misma forma que para los esteroles

Expresion de los resultados

AL+ A,
Eritrodiol, % = x 100
A1 + AZ + Z'Aesteroles

Siendo:

A;: Area del pico del eritrodiol,
Aj: Area del pico del uvaol,
2'Acsteroles: Suma de las areas de los esteroles presentes.

Se cuantifica el eritrodiol y el uvaol como porcentaje referido a la totalidad de los esteroles.

I1. 11. 1. 9. Determinacion del contenido en ceras mediante cromatografia de gases con
columna capilar

El presente método, descrito en la normativa del Reglamentacion europeo (UE,
2568/91. Anexo IV) permite la determinacion del contenido en ceras de los aceites de oliva.
Las ceras son ésteres de acidos grasos con alcoholes grasos o diterpénicos con un nimero de
carbonos comprendidos entre 36 y 46. Este método se aconseja como un medio apto para
diferenciar el aceite de oliva de presion del obtenido a partir del orujo de oliva (aceite de
orujo). Para su andlisis se realiza un fraccionamiento del aceite mediante cromatografia con
columna de gel de silice hidratado, al que se habra afiadido una solucién de laurilaraquidato

como patrdn interno.

Procedimiento:

Pesar con exactitud en el matraz de 25 mL 0,5 g de aceite, afiadir 1 mL de solucion de
araquidato de laurilo, al 0,1 % (m/V) en hexano (patrén interno). Se agita para disolver y se
vierte cuantitativamente el contenido en la columna; la elusion se realiza con la mezcla
hexano:éter (98,5:1,5, v/v) a un ritmo de aproximadamente 2 mL por minuto. Se utiliza el

indicador Sudan I al 1% en hexano para impedir la incorporacion de triglicéridos (Leén y
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Cert, 1994), y a continuacion se evapora el eluido en rotavapor; por ultimo se disuelve en 5
mL de heptano del que se inyecta 1 pL en el cromatografo gaseoso.

El cromatografo utilizado en los trabajos experimentales fue un Hewlett Packard 5890
Serie 11, equipado con columna capilar de relleno fase SPB "™-5 de 15 m de longitud, 0,32
mm de diametro interno y pelicula de 0,25 um de espesor, y detector de ionizacion de llama
(FID).

Los analisis se llevaron a cabo mediante inyeccion “on column” con una rampa de
temperatura que comenzo a 70 °C, un incremento de 45 °C por minuto hasta alcanzar los 180
°C, e incremento de 5 °C por minuto hasta alcanzar los 310 °C, temperatura que mantiene
durante 15 minutos. La temperatura del inyector fue de 63 °C, y la del detector de 350 °C, con
un flujo de gas auxiliar (N;) de 30 mL/min.

La identificacion de cada uno de los picos ha de efectuarse en funcion de los tiempos
de retencion y por comparacion con mezclas de ceras analizadas en las mismas condiciones,
de las que se conoce sus tiempos de retencion. Determinar con ayuda del integrador las areas
de los picos del patron interno y de los ésteres alifaticos de C40 a C46.

El contenido de cada uno de los ésteres, expresado en mg/kg de materia grasa, se

calcula como sigue:

Ax.ms. 1000

Ester (mg/kg) =

As.m

Siendo:

Ax = Area del pico de cada uno de los ésteres, en milimetros cuadrados;

As = Area del pico del laurilaraquidato (patrén interno), en milimetros cuadrados;
ms = Peso del patron interno, en miligramos;

m = Peso de la muestra, en gramos.

I1. 11. 1. 10. Analisis de compuestos volatiles del aceite de oliva

La extraccion de los compuestos volatiles responsables del aroma del aceite se llevo a
cabo por duplicado mediante la utilizacioén de la técnica de microextraccion en fase solida del
espacio de cabeza (HS-SPME). Las muestras a analizar consistian en 0,5 g de aceite sellados
en vial de 10 mL. Una vez conseguido el equilibrio del espacio de cabeza a 40 °C durante 10
minutos en placa calefactora, los compuestos volatiles se adsorbian con un fibra SPME del

tipo DVB/Carboxen/PDMS (50/30pum) durante 50 minutos a la misma temperatura.
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El andlisis se llevo a cabo mediante HRGC por desorcion directa de la fibra SPME en
el inyector a 250 °C en un equipo Hewlett-Packard 5890 equipado con columna DB-Wax
20M (30 m x 0,25 mm) y detector de ionizacién de llama operando a 250 °C. Como gas
portador se empled nitrogeno y la temperatura de analisis consistid en isoterma a 40 °C
durante 6 minutos, iniciando entonces una rampa de temperatura de 6 °C/min hasta 120 °C.
Los compuestos volatiles que forman parte del aroma del aceite de oliva virgen fueron
cuantificados a partir de curvas de calibrado calculadas para cada compuesto en aceite de
girasol alto oleico redesodorizado. La identificacion de los compuestos volatiles fue realizada
mediante HRGC-MS en un cromatégrafo Fisons-8000 equipado con columnas del mismo tipo
a la utilizada para los andlisis y dos longitudes distintas (30 y 60 m), utilizando la libreria

Wiley/NBS y los tiempos de retencion obtenidos con patrones puros.

II. 11. 1. 11. Determinacion de Tocoferoles por HPLC

La determinacién de los tocoferoles se realiza siguiendo la norma IUPAC 1992
(Método 2.432), cuyo objetivo es la determinacion de tocoferoles y tocotrienoles en aceites
vegetales y grasas. El aceite se disuelve en hexano y la disolucion se introduce directamente
en la columna de cromatografia para la separacion individual de los tocoferoles. La deteccion
se realiza mediante fluorescencia, aprovechando las propiedades fluorescentes que tienen
estos compuestos, siendo diferentes al resto de otros componentes del aceite, ya que tienen
una longitud de onda especifica de emision y de excitacion (330 y 290 nm, respectivamente).
Para su cuantificacion se utilizan rectas de calibrado con cantidades conocidas de patrones

puros.

Procedimiento:
En un matraz aforado de 10 mL se pesan aproximadamente 0,1 g de muestra, con la
exactitud del miligramo, se disuelve en hexano y se enrasa. Finalmente, se inyectan 20 puL de

esta disolucion en el cromatografo liquido.

Condiciones cromatograficas:

Columna: Silice (25 cm x 4mm d.i.) rellena de micro particulas con 5 um de tamafio medio
(Lichrospher 100, Lichrocart ®).

Bomba: Perkin-Elmer (Serie 400)

Fase movil: Hexano/Isopropanol (99:1, v/v)

Detector: Fluorescencia (Shimadzu RF-535): Aexe= 290 nm, Aep= 330 nm
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Inyeccion: Valvula Reodhyne (loop 20 pL)

Flujo: 1 mL/min

Tiempo de analisis: 15 min

Calibracién: Se pesan, con exactitud del miligramo, 10 mg de tocoferol en un matraz aforado
de 100 mL y se enrasa con hexano. Un volumen de 10 mL de esta disolucion se llevan a
sequedad y se redisuelven en 10 mL de metanol. Se introduce esta disolucién en una cubeta
de espectrofotometria y se determina la absorbancia a 292 nm. La concentracion exacta de la

disolucion de tocoferol asi preparada se determina mediante la siguiente formula:

Donde:
C: Concentracion de tocoferol (ug/mL)
Asgy : Absorbancia a 292 nm
A continuacion se procede a realizar diferentes disoluciones a partir de esta disolucion
madre y a inyectarlas en el cromatografo liquido y se determinan las correspondientes areas.
Introduciendo las areas de las muestras en la ecuacion siguiente se calcula la cantidad de

tocoferol en la muestra de aceite, expresada en mg/kg.

Donde:
Cx: Concentracion a-tocoferol en la muestra (mg/kg)
Cp: Concentracion Patron (mg/kg)
Ax: Area de muestra
Ap: Area del patron
Pp: Peso de aceite patron (mg)
Px: Peso de aceite de la muestra (mg)
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II. 11. 1. 12. Determinacion de fenoles por extraccion en fase solida y cromatografia
liquida de alta eficacia

Para la extraccion, separacion y cuantificacion de los derivados fendlicos componentes
del aceite de oliva se utilizo el método de extraccion en fase solida (EFS) y cromatografia

liquida (CLAE) propuesto por Mateos et al. (2001).
Procedimiento:

a) Preparacion de los patrones internos
Se han utilizado como patrones internos para la cuantificacion de las muestras una
solucion que contiene los 4cidos p-hidroxifenilacético, en una concentracion del orden de 107

mg/mL, y 0-cumérico del orden de 10 mg/mL en metanol.

b) Aislamiento de la fraccion fendlica

Para la separacion de los fenoles del aceite de oliva se han empleado unas columnas de
EFS con fase diol (Superclean, Normal Phase SPE tipo LC-Diol de 500 mg y 3 mL) que
retienen los compuestos polares principalmente y mas especificamente aquéllos que presentan
grupos hidroxilo (Figura 3). Consiste en pesar 2,5 g de aceite con la exactitud del miligramo
en un matraz conico y se afiaden 0,5 mL de la disolucién que contiene los patrones citados
anteriormente. A continuacion se evapora el disolvente en un rotavapor a 40 °C bajo vacio y
el residuo oleoso se disuelve en 6 mL de hexano. Seguidamente, se activan y se solvatan las
columnas de extraccion haciéndole pasar sin interrupcion primero 6 mL de metanol y 6 mL de
hexano, sin dejar secar en ningin momento. A continuacion se adiciona la disolucion oleosa
sobre la columna, pasando el disolvente y quedando el aceite y los patrones retenidos en la
fase solida. Se lava la columna con dos porciones de 3 mL de hexano, limpiandola, asi, de
aquellos componentes mas apolares, que hayan quedado retenidos en la misma, tales como
TGs, ceras, tocoferoles e hidrocarburos. Después se pasan 4 mL de una mezcla de
hexano/acetato de etilo (90:10, v/v) a través de la columna, eluyendo los compuestos mas
polares tales como TGs oxidados, esteroles y diglicéridos. No se recoge ninguno de estos
eluidos. Se lava de nuevo el matraz inicial con 10 mL de metanol, que se hacen pasar por la
columna, debiéndose recoger ahora el eluido resultante en otro matraz conico. Se evapora el
disolvente hasta sequedad en un rotavapor a temperatura ambiente y bajo vacio. El residuo

resultante se extrae con 0,5 mL de metanol/agua (1:1, v/v) en un tubo de donde se tomara la
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muestra para el fraccionamiento de los compuestos por CLAE. Se agita y deja en reposo

durante 4 horas a temperatura ambiente.

¢) Analisis por CLAE con detector UV-vis de tipo “Diodo en fila” (Diode array)

Transcurrido este tiempo se filtra la muestra y se toman 20 puL de la disolucion
incolora resultante que se inyectan en el inyector dotado de una véalvula Rheodhyne en un
cromatografo Hewlett-Packard de la serie 1100 equipado con una columna Lichrospher
100RP-18 (4,0 mm de didmetro interno x 250 mm de longitud y 5 pum de didmetro de
particula) y con un detector de diodos en fila Ultravioleta / Visible. La elucion se llevo a cabo
a 30 °C con una velocidad de flujo de 1,0 mL/min usando como fase movil una mezcla de
agua: acido acético (97:3, v/v) (solvente A) combinada con otra de metanol: acetonitrilo (1:1,
v/v) (solvente B). El gradiente de solventes cambi6 desde 95 % (A) —5 % (B) a 70 % (A) - 30
% (B) en 25 min, 60 % (A) — 40 % (B) en 10 min, 52 % (A) — 48 % (B) en 5 min, 30 % (A) —
70 % (B) en 5 min hasta el final. La cuantificacion del acido cinamico y los fenoles (excepto
el acido ferulico) se ha realizado con la longitud de onda de 280 nm utilizando el acido p-
hidroxifenilacético como patrén interno. Las flavonas y el acido ferulico se han cuantificado
con la longitud de onda de 335 nm (se obtienen cromatogramas con menos interferencias que
a 280 nm y se comete menos error en la lectura de las areas de los picos correspondientes),
siendo el 4cido 0-cumarico el patron interno utilizado. El factor de respuesta de los
compuestos fenolicos se calcula a partir de los andlisis de disoluciones preparadas, definido

como:

Donde:

Fr: Factor de respuesta respecto al patron interno utilizado
Px: Peso de sustancia problema (mg)

Ppi: Peso del patron interno (mg)

Ax: Area del pico cromatografico de la sustancia problema
Apr: Area del pico cromatografico del patron interno

Para la cuantificacion de los fenoles se utiliza la siguiente féormula:

Fr Pis Ax 1000
CX =

AIS Pa
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Donde:

Cx: Concentracion de la sustancia problema (mg/kg)

Pis: Peso del patron interno afadido (mg)

Ax: Area del pico cromatografico de la sustancia problema
Ass: Area del pico cromatografico del patron interno (PI)
Fr: Factor de respuesta de la sustancia problema

P,: Peso del aceite (g)

Aplicando esta formula, el resultado de cada fenol se expresa en mg/kg. Para la
cantidad de los polifenoles totales, es mas conveniente expresar los resultados en mmoles/kg

dividiendo la concentracion de cada compuesto por su peso molecular.

II. 11. 2. Valoracion sensorial

El andlisis sensorial fue realizado por un panel formado por de 3 a 8 catadores
seleccionados y entrenados en la evaluacion de calidad de aceites de oliva virgenes,
pertenecientes al panel analitico del Instituto de la Grasa. La valoracion de la intensidad del
amargor se realizdO mediante una escala de intensidades estructurada de 6 puntos (de “0",
ausencia absoluta del atributo en la muestra, a “5", maxima intensidad de amargor). Ademas,
los catadores evaluaron la calidad absoluta del aceite de oliva virgen, usando una escala
estructurada de 9 puntos (de “l1", calidad pésima, a “9", calidad Optima). Los valores
presentados de intensidad de amargor y valoracion global en cada muestra se corresponden

con la media de las valoraciones de los panelistas.

IL 12. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para saber si los tratamientos empleados inducian un efecto significativo en la
variacion de los parametros estudiados se realizo el analisis de la varianza (ANOVA) de los
resultados obtenidos por randomizacion completa de datos. Cuando este andlisis mostraba la
existencia de un efecto significativo (p< 0,05) se comparaban las medias obtenidas para cada
tratamiento mediante el calculo de la diferencia minima significativa, asimismo, con un nivel
de significacion del 5 %, aplicando el test de multiple rango de Duncan. Tanto los
tratamientos estadisticos citados como los estudios de correlacion y de regresion multiple,
llevados a cabo en el desarrollo de sistemas objetivos para evaluar el grado de maduracion del
fruto, se realizaron automaticamente mediante el programa de estadistica “Costat 5.01”

(CoHort Software, Berkeley, USA).
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Muestra (2,5 g+ 500 pL Patron Interno)

Columna Diol

L

Activacion:
6 mL MeOH
6 mL Hexano

l

1°/ Hexano
(6 mL)

!

Ceras

Hidrocarburos

Triglicéridos

l

2°/ Hexano: Acetato de Etilo
(90: 10, v/v) (4 mL)

!

Alcoholes
Esteroles
Diglicéridos

(o]
()

T

Absorbancia

l

3°/ Metanol
(10 mL)

I

Fenoles
Flavonas

Evaporar )

}

Resuspender en 1mL metanol : agua

l

Inyectar (20 uL) en HPLC

Tiempo(min)

l

<+—— Absorbancia 280 nm

Cromatograma de Compuestos fenolicos

Figura 3.- Esquema del método de fraccionamiento de los derivados fenélicos
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

III. 1. DETERMINACION OBJETIVA DEL GRADO DE MADURACION DE LAS
ACEITUNAS

La maduracion de la aceituna se determina por el cambio de color que experimenta su
epidermis y pulpa de acuerdo con una escala que, aunque esta disefiada para ser lo mas
objetiva posible, depende finalmente de la decision subjetiva del analista (Uceda y Frias,
1975). Por ejemplo, la distincion entre el color verde y el verde amarillo es muy dificil, asi
como la que hay entre el final del envero y el inicio del morado-negro o, a partir del
ennegrecimiento de la epidermis, cuando se requiere cortar la aceituna para evaluar el color de
la pulpa. Por otra parte, la etapa de inicio de envero incluye un amplio abanico de
maduracion, desde que el fruto estd levemente tefiido por antocianinas hasta que conserva
so6lo un resto de epidermis exhibiendo clorofilas y carotenos. Sin embargo, el indice de
madurez (IM) evalta todo este periodo con un mismo valor (“2”). En otros frutos,
aprovechando los cambios fisioldgicos que experimentan naturalmente durante su
maduracion, se han disefiado diferentes sistemas para evaluar el grado de avance de este
proceso de manera objetiva. Asi, en manzanas y peras se valora por el contenido en almidon,
por la resistencia de su pulpa al penetrometro o por el cambio de color medido objetivamente
con un colorimetro (Garcia y Streif, 1993). En el presente trabajo se ha considerado
interesante comprobar si estos métodos podrian ser aplicables a la aceituna como una
alternativa mds precisa y objetiva al método tradicional. El color de la epidermis de la
aceituna, medida por la formula cromatica propuesta por Castellano et al. (1993), varid
conforme avanzaba el tiempo de maduracion siguiendo curvas sigmoidales del tipo Boltzman,
tanto en los frutos de ‘Arbequina’ como en los de la variedad ‘Picual’ (Figura 4). Sin
embargo, al principio del proceso madurativo la evolucion de este parametro siguid diferente
perfil en ambas variedades. Las aceitunas ‘Arbequina’ exhibieron un rapido descenso de este
indice de color, mientras que los frutos de la variedad ‘Picual’ mostraron una reduccién mas
lenta del mismo. El indice de color monitorizd perfectamente las primeras etapas de la
maduracion de la aceituna, mientras el color de su epidermis iba perdiendo su tono verde
inicial. Después de 55 dias, desde que se consider6 el inicio de la maduracion del fruto, este
indice fue adquiriendo un valor asintdtico similar para ambas variedades, coincidiendo con el
ennegrecimiento definitivo de la epidermis. En consecuencia, a partir de este punto esta

formula cromaética dejo de ser 1til para estimar el grado de maduracion.
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Figura 4.- Relacion entre el tiempo de maduracion y el color de la epidermis de dos variedades de aceituna. Las
medidas comenzaron el 5 de Octubre (tiempo 0). Cada punto es la media de 300 replicados.

La dureza de las aceitunas se fue reduciendo de forma lineal hasta perder casi un 50 %

de su valor inicial durante el periodo de maduracion estudiado (Figura 5).
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Figura 5.- Relacion entre el tiempo de maduracion y la dureza de dos variedades de aceituna. Las medidas
comenzaron el 5 de Octubre (tiempo 0). Cada punto es la media de 300 replicados.
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Los frutos de ‘Arbequina’ presentaron sistematicamente una textura ligeramente
inferior que los de la variedad ‘Picual’ desde el inicio hasta el final de su maduracion,
resultando que el ablandamiento de la aceituna ‘Picual’ se producia con un retraso de unos 10
dias con respecto al de la variedad ‘Arbequina’. Tanto la evolucion del color, como la de la
dureza indicaron que el proceso madurativo se iniciaba antes en ‘Arbequina’. La medida de la
dureza de los frutos permitid una buena estimacion del nivel de maduracion, ya que mostrd
cambios uniformes a lo largo de todas las fases de la maduraciéon en las dos variedades
estudiadas.

El indice de madurez mostré un incremento lineal de su valor durante la maduracion
de los frutos de ambas variedades (Figura 6), de manera analoga, pero inversa, a la evolucion
de su textura. Si se expresaran los valores de dureza como porcentajes de pérdida con respecto
al valor inicial también se obtendria un indice de maduracion, que como el IM, aumenta
conforme transcurre este proceso. Ademas, con este formato se podria utilizar cualquier
instrumento, unidad de medida o escala para la medida de este parametro, pues los resultados
se expresarian en porcentaje, independientemente de la técnica utilizada. Como en los casos
del color o la dureza, la evolucion del IM puso de manifiesto como las aceitunas ‘Arbequina’
maduraban antes que las de la variedad ‘Picual’, pero siguiendo una pendiente muy similar

(0,056 y 0,050, respectivamente).
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Figura 6.- Relacién entre el tiempo de maduracion y el Indice de Madurez de dos variedades de aceituna. Las
medidas comenzaron el 5 de Octubre (tiempo 0). Cada punto es la media de tres replicados.
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Si se estudia la evolucion del color y la dureza frente al progreso del Indice de
Madurez en las aceitunas de las variedades analizadas se puede observar la existencia de una
estrecha relacion entre estos parametros (Figuras 7 y 8). Como ocurriera frente al progreso de
la edad del fruto, las medidas del color de epidermis siguieron curvas sigmoidales conforme
avanzaban los IM en las dos variedades estudiadas. La relacion entre estos dos parametros
resultd ser mas estrecha (valores superiores de R?), que cuando se analiz6 la relacion del color
con el tiempo de maduracion. Ello podria explicarse por el hecho de que, en definitiva, ambos
parametros estan basados en el color de la epidermis, valorada objetiva o subjetivamente. En
estas graficas se pone claramente de manifiesto como este indice de color discrimina mejor
que el IM el grado de maduracion de la aceituna en las primeras fases de la misma, hasta que
el fruto adquiere el color propio del envero (valor “3” del IM). En esta etapa cualquier
aumento del mencionado indice se traduce en un descenso mucho mas acusado de la formula
cromatica. Este sistema corrige el defecto del IM en valorar de manera estructurada y
discontinua, usando 4 puntos (valores desde “0” hasta “3”) las etapas iniciales de la
maduracion de la aceituna, considerando de la misma forma el valor “0”, cuyo tiempo de
permanencia en la epidermis del fruto es muy limitado, desde que éste adquiere su tamano
definitivo, y el valor “2” que se prolonga normalmente mucho mas tiempo. Por otra parte, la
dificil discriminacion entre los indices “0” y “1” se realiza perfectamente por este sistema y el
valor Unico de “2” se traduce en un amplio abanico de valores. Sin embargo, a partir del
envero los valores cromadticos tienden a un valor asintdtico y pierden cualquier utilidad para
evaluar el progreso de la maduracion. En consecuencia, la medida objetiva del color por esta
féormula cromatica permitiria evaluar con mayor precision que el IM o la dureza la edad del
fruto, mientras éste no cambia por completo su color de epidermis. Ello implica que este
sistema seria especialmente util para discriminar etapas tempranas en la maduracion de este
fruto, permitiendo, por ejemplo, determinar con un mejor criterio el momento idéneo de
cosecha de las aceitunas verdes de mesa o de las de molino, si se desea un adelantamiento de
la campafa de produccion de aceite con una recoleccion anterior o muy cercana al tiempo de
envero.

Las medidas de la dureza del fruto de las dos variedades estudiadas decrecieron de
forma lineal con el incremento del IM, y, como el color, de manera igualmente mas estrecha
(valores superiores de R?) que frente al tiempo de permanencia en el arbol. Este sistema de
medida resultd ser un estimador del grado de maduracion comparable al IM, ya que las
aceitunas se ablandaron uniformemente a lo largo de todas las etapas de su maduracion. Por

tanto, la evaluacion de la dureza de las aceitunas podria utilizarse como una variable continua,
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no estructurada, para determinar de una manera objetiva la edad de éste. Ademas, no requiere

ni la cosecha ni la destruccion del fruto. Especialmente, el método es util cuando se requiere

una maduracion posterior al envero. Por otra parte, la evaluacion de la dureza permitiria una

estimacion directa de la viabilidad poscosecha de la aceituna, pues su resistencia a los dafios

mecanicos y a la podredumbre estd fuertemente ligada al mejor mantenimiento de los valores

iniciales de este pardmetro. El aumento significativo de la incidencia de podredumbre durante

el tiempo que media entre la cosecha y el procesado de la aceituna coincide siempre con una

disminucion significativa de la textura del fruto (Castellano et al., 1993; Garcia et al., 1996a).
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Para una mejor caracterizacion de las muestras empleadas en los diferentes ensayos, se

indicara en cada uno de ellos tanto sus valores iniciales de IM como de color o dureza.

111 2. EVOLUCION DE LA CALIDAD, COMPOSICION FENOLICA Y PRESENCIA
DEL ATRIBUTO AMARGO EN EL ACEITE DURANTE LA MADURACION DE LA
ACEITUNA. INFLUENCIA DE LA PLUVIOMETRIA

Como ocurriera en la campafia 1997/98, cuando se constato la estrecha relacion entre
la evolucion del color y la dureza de los frutos y el incremento de su IM, usando las mismas
variedades de aceituna (‘Arbequina’ y ‘Picual’), en las campaias 1998/99 y 2002/03 también
se obtuvieron perfiles de desarrollo madurativo similares (Tabla 12 y 13). De nuevo, las
aceitunas de la variedad ‘Arbequina’ mostraron un ligero adelanto en su proceso de
maduracion. Sin embargo, en la campafia 2002/03 se observo un claro retraso general en la
evolucion de los parametros que determinan el progreso de la maduracion. Dado que las
condiciones de cultivo entre ambas campafias solo difirieron en el notable incremento en las
precipitaciones registradas entre Septiembre y Enero de la ultima, puede entenderse que
ambos hechos estén relacionados entre si. Estos resultados corroboran los obtenidos por
Ortega et al. (2001), que observaron un retraso parecido en el proceso de maduracion de las
aceitunas ‘Arbequina’ como consecuencia del incremento de la irrigacion artificial vy,
también, los publicados por Beltran et al. (2004), que observaron el mismo fenémeno en
aceitunas ‘Frantoio’, ‘Hojiblanca’ y ‘Picual’, cosechadas en la misma fecha durante
campaifias con diferente pluviometria.

El efecto més claro que la maduracion del fruto provocd en los aceites, tanto de una
como de otra variedad, fue la disminucién de su contenido en pigmentos fotosintéticos
(carotenos y clorofilas). Lo que es perfectamente 16gico, pues el proceso de maduracion se
mide precisamente por la desaparicion de estos pigmentos y su sustitucion por derivados
antocianicos (Minguez-Mosquera et al., 1994). Sin embargo, la evolucion de estos parametros
no permite el establecimiento de una escala que sirva para evaluar con un minimo de
exactitud el grado de maduracion de la aceituna de procedencia, ya que frutos con IM muy
diferentes dieron aceites que no diferian significativamente en el contenido en pigmentos. Por
otra parte, el retraso de los pardmetros que evaltan el avance de la maduracion observado en
la segunda campafia, no se vio reflejado tan claramente en la evolucion de los contenidos en
pigmentos, que se mantuvieron dentro de un rango similar al de la primera campafia.

Los resultados obtenidos no concuerdan con los hallados con la variedad ‘Hojiblanca’

por Beltran et al. (2005), que observaron cémo la disminucién en el aporte de agua al cultivo
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durante diferentes campafias coincidia con un descenso en el contenido de carotenos de los
aceites. Previamente, otro equipo de investigacion (Motilva et al., 2000; Tovar et al., 2001 y
2002) publicaron al respecto trabajos con resultados contradictorios. Estudiando aceites
procedentes de olivos de la variedad ‘Arbequina’ bajo diferentes regimenes de irrigacion, en
los dos primeros encontraron que el contenido de pigmentos disminuia conforme aumentaba
la dosis de riego, mientras que en el tercero, muy al contrario, se hace mencion a que durante
tres campafias el diferente aporte de agua no inducia modificacion significativa en el

contenido en carotenos y clorofilas del aceite extraido.

Tabla 12.- Evolucion de diferentes parametros (medias £ SD) indicativos del grado de maduracion de dos

variedades de aceituna cosechadas durante la camparia 1998/99.

Fecha de cosecha indice de | Indice Color? Dureza ¥ Carotenos “ | Clorofilas *
(dia/mes) Madurez”’ (L(b-a2)/100) (N/em?) (mg/kg) (mg/kg)
Arbequina *
15/10 1,6 £0,1d 32,0 £2,3a 48,2 +0,6a 12,9 £1,4a 124+15a
27/10 1,6 £0,2d 21,8 £2,5b 43,1 +£1,0b 7,9 £1,0b 8,4=+1,3b
11/11 2,6 £0,3¢ 12,9 43 3¢ 424+12b | 7.6+1,1b | 83+12b
24/11 3,5+0,3b 3.9+1,6d 39.6+12c | 89+13b | 7,6+0,9 bc
10/12 3,7 +0,3b 1,2 £1,3¢ 35,2 +1,3d 6,8 £1,0 be 6,0 £0,9 cd
23/12 5,0 £0,4a 0,8 +£1,3¢ 27,6 £1,1e 5,6 £0,7¢ 5,1+0,8d
13/01 5,5+0,4a 0,5 +1,2¢ 24,7 +£1.2f 5,4 +0,7¢c 4,8+0,8d
Picual *
15/10 1,1+0,2de | 30.8+1,3a | 494+05a | 13,9+13a | 26,1+l,5a
27/10 0,9 £0,3¢ 26,7 +1,5b 474+16a | 11,8409b | 17,8+13b
11/11 1,5 +0,3d 22,0 £2,0c 479 +1,7a 11,4 +0,8 b 19,3+1,4b
24/11 2,4 +0,4¢ 16,4 +3,3d 43,6 £1,3b 10,9+09b | 17,4+12b
10/12 3,8+0,6 b 2,5+0,9¢ 39,7 +1,5¢ 9,8+1,1b 12,3+1,3 ¢
23/12 4,0 £0,5b 0,6 £0,7f 35,8 £1,4d 5,9+1,0c 6,1 +1,0d
13/01 4,2 +0,5b 0,2 +£0,5f 33,7 £1,5d 5,1+0,9 ¢ 5,5+09d
26/01 5,5 £0,5a 0,2 +£0,6f 27,6 £1,3e 4,2 +0,8¢c 4,4 +09d

* En cada variedad, dos valores del mismo pardmetro seguidos con diferentes letras mindsculas son
significativamente diferentes (P< 0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan.

Y Cada valor de estos parametros corresponde al valor medio de 300 determinaciones.

*Cada valor de este parametro corresponde al valor medio de 3 determinaciones.

El progreso de la maduracion de las aceitunas no determin6 que se redujera el nivel
de calidad comercial de los aceites extraidos en ninguna de las dos campafias estudiadas
(Tablas 14 y 15). Los parametros establecidos para evaluarla se mantuvieron dentro de los
limites fijados para la categoria “extra” durante el periodo estudiado. Sin embargo, en la
mayoria de los casos se observo un progresivo aumento de la acidez de los aceites conforme

fue madurando el fruto, lo que, aunque considerado en términos absolutos resulta irrelevante,
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relativamente hablando supuso casi triplicar la cifra presentada por los aceites obtenidos de
los frutos mas inmaduros. Este resultado confirma los obtenidos por Garcia et al. (1996a),
que obtuvieron valores de acidez que variaron de 0,2 a 0,4 %, segln el aceite fuera obtenido
de frutos verdes o negros, respectivamente. Este incremento podria ser debido a la accion de
las lipasas internas de la aceituna, que podrian activarse durante la maduracion del fruto, o
bien, durante el proceso de extraccion del aceite. La actividad de estas enzimas dependerd de
multiples factores, tales como: la variedad, el nivel de maduracion, la temperatura, o la
humedad y no requeriria la intervencion de agentes ajenos al fruto.

Tabla 13.- Evolucion de diferentes parametros (medias £ SD) indicativos del grado de maduracion de dos
variedades de aceituna cosechadas durante la camparia 2002/03.

Fechas de Indice de Indice Color Y| Dureza ¥ Carotenos “ | Clorofilas *
cosecha Madurez’ (L(b-2)/100) | (N/cm?) (mg/kg) (mg/kg)
Arbequina *
11/9 0,3 +0,1e 34,4 +£2 3a 49,5 +0,6a 14,2 +1,3a 14,4 +1,5a
21/10 1,9 +0,2d 22.4 £3.4b 44.8 +1,4b 10,2 £1,1b 10,9 +1,3b
4/11 2,0 £0,3d 10,7 £3,5¢ 42,7 +1,5¢ 8,2 +0,7¢c 9,5+1,3b
29/11 2,4 +0,3cd 4,9+1,3d 40,0 £1,2d 7,4 £0,8¢cd 8,9+1,0b
28/12 2,8 +0,3¢c 3,2+1,6d 37,2 +£0,7¢ 7,1 £0,7cd 6,5 +1,0c
8/1 3,6 £0,3b 0,8 £0,8¢ 35,8 +0,6f 6,2 £0,7d 6,0 £0,9¢
22/1 4,2 £0,4a 0,4 £0,9¢ 34,8 +0,8f 5,5+0,8d 5,0 £0,9¢
Picual *
8/10 0,4 +£0,1d 33,5+2,0b 48,2 +0,8a 10,7+1,3b 20,5 £1,3¢
16/10 0,4 +£0,2d 35,2 +£2,5ab 46,8 £0,5b 150£1,2a 23,2 £1,1b
22/10 0,3 +0,3d 37,0 £2.2a 46,5 £0,6b 13,2 £1,1a 20,1 £1,2¢
29/10 0,6 £0,3d 33,4 +3,3b 443 +1,0c 14,2 £1,0a 27,5 +1,3a
11/11 1,9 £0,3¢ 22,0 +4,2¢ 42,8 +£0,8¢c 9,2 +0,9b 13,8 £1,2d
22/11 2,0 £0,4¢ 9,4 +1,6d 40,0 £0,9d 5,6 £0,8¢ 10,5 £0,9¢
3/12 2,1 +0,2¢ 5,9 +£1,5¢ 40,0 +£0,7d 5,4 +0,7c 8,7 £0,8f
10/12 2,4 £0,2bc 4,4 £1,2¢ 39,6 +0,8d 5,5 £0,8¢c 8,1 £0,9f
17/12 2,6 £0,3bc 4,0 £0,9¢ 37,9 £0,9¢ 4.7 £0,7¢c 7,4 £0,8f
8/1 3,0 £0,3b 1,8 £0,8f 35,2 £0,8f 4.2 +0,7¢c 4,4 £0,7g
22/1 4,0 +£0,4a 0,3 +0,9f 34,2 0,9 4,2 +0,6¢ 4,3 40,7¢g

* En cada variedad, dos valores del mismo parametro seguidos con diferentes letras minusculas son
significativamente diferentes (P< 0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan.

Y Cada valor de estos parametros corresponde al valor medio de 300 determinaciones.

#Cada valor de este parametro corresponde al valor medio de 3 determinaciones.

Los valores de indice de peroxidos, absorbancia en la region ultravioleta y calidad
sensorial de los aceites obtenidos no variaron de forma significativa durante la maduracion
de las variedades estudiadas. En contraste con estos resultados, diferentes autores han
publicado que el grado de maduracion de los frutos podia inducir cambios significativos en

los parametros de calidad que evaltan la alteracion oxidativa de los aceites, pero entre ellos
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mismos, a su vez, no coinciden. Por ejemplo, Garcia et al. (1996a) observaron un incremento

progresivo de los K»70y Kz32 con la maduracion de las aceitunas, mientras que Salvador et al.

(2001) hallaron un descenso del K57y durante este proceso.

Tabla 14.- Cambios en diferentes parametros utilizados para medir la calidad de los aceites virgenes (medias +
SD) obtenidos de dos variedades cosechadas en diferentes tiempos durante la camparia 1998/99.

Fechas de Acidez Ky Ky Peroxidos | Estabilidad | Analisis peT
cosecha (% Oleico) (meqO/kg) | (horas) Sensorial
Arbequina ™
15/10 0,11 +£0,01e | 1,83 0,14 | 0,09=+0,04 | 6,2=+1,2a | 37,1 £2,0a 7,8+0,5 | 2,1+£0,2a
27/10 0,10 £0,00e | 1,60+0,24 | 0,09+0,05 | 3,4+0,8b | 36,2+1,8a 7,6 0,5 | 1,8+0,3ab
11/11 0,13+0,01d | 1,67£0,20 | 0,09 +£0,05 | 4,1 +£1,2ab | 36,8 +1,6a 8,0+0,3 | 1,6+0,3b
24/11 0,13+0,00d | 1,63+0,22 | 0,13+0,05 | 5,2+0,8a | 36,6 £1,4a 8,0+0,4 | 1,4+0,4bc
10/12 0,15+0,01c | 1,79+0,16 | 0,12+0,04 | 2,5+0,7b | 33,4 £2,2ab 8,0+0,3 | 1,2+0,3cd
23/12 0,19+0,01b | 1,76 0,18 | 0,11+0,04 |2,9+0,8b | 30,5+2,0b 7.8+0,6 | 1,2+0,2cd
13/01 0,29 £0,03a | 1,59+0,21 | 0,10+0,05 | 2,4+0,9b | 29,6 £2,5b 8,0+0,4 | 1,0+0,3d
Picual ™
15/10 0,12 +0,01 1,42 +0,16 | 0,12+0,04 | 4,9+1,0 120,7 £2,2a 8,340,2 | 5,0+0,0a
27/10 0,10 +£0,01 1,52 +0,14 | 0,11 +0,03 | 5,5+0,9 123,3 +£3,0a 8,3+0,3 | 5,0+0,0a
11/11 0,12 £0,02 1,44 +£0,17 | 0,12+0,04 | 6,5 +0,8 112,6 £3,5b 8,5+0,2 | 4,3+0,3b
24/11 0,11 +£0,01 1,46 £0,20 | 0,10+0,05 | 7,2 +1,5 98,1 £3,2¢ 83+0,4 | 3,7+0,3c
10/12 0,10 £0,02 1,33 +£0,23 | 0,09+0,03 | 5,3 +1,2 87,2 +£3,5d 8,404 |3,6+0,2c
23/12 0,11 +0,02 1,30 +0,24 | 0,08 £0,03 | 5,5=+0,8 76,7 £2,8¢ 82+0,4 | 3,8+0,3c
13/01 0,11 +£0,01 1,51 0,14 | 0,07 +£0,04 | 5,5+0,9 64,8 £2.8f 8,3+0,3 | 3,1+0,3d
26/01 0,10 £0,02 1,37 +0,15 | 0,07 £0,04 | 5,0 +1,2 61,9 £3,0f 8,1+0,3 |3,0+0,3d

*Para cada variedad, dos valores del mismo parametro seguidos con diferentes letras pequefias son

significativamente diferentes (p=< 0,05) de acuerdo con
el test de multiple rango de Duncan.
Y Cada valor de este parametro es una media de 3 determinaciones.

En las dos variedades estudiadas durante la segunda campana el contenido en

tocoferoles decrecio en los aceites a medida que progresaba su maduracion. Estos resultados
confirman los obtenidos previamente por varios autores (Garcia et al., 1996a; Gutiérrez et al.,
1999). Por lo tanto, considerando exclusivamente el contenido en Vitamina E, el valor
nutricional de los aceites de oliva decrecio con el nivel de maduracion de los frutos, pues el
principal componente de los tocoferoles del aceite de oliva es precisamente esta vitamina (o-
tocoferol).

La evolucion presentada por los valores de estabilidad ante la oxidacion durante la
maduracion en las dos campaias estudiadas se mostrdé fuertemente influenciada por la
variedad de procedencia. Los aceites obtenidos de la variedad ‘Picual’ mostraron valores

muy elevados en este pardmetro al inicio de la maduracién hasta alcanzar a finales de
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Octubre su maximo (en torno a 120 horas), para luego llegar a perder aproximadamente un
50 % del mismo en los aceites extraidos a finales de Enero, mientras que los procedentes de
‘Arbequina’ presentaron valores mas bajos (entre 30 y 35 horas) a lo largo de toda su
maduracion. Sin embargo, estos valores siguen siendo bastante altos, si se comparan con los
que presentan otros aceites diferentes del oliva (Rotondi et al., 2004). Las evoluciones en
estabilidad de los aceites de esta variedad también difirieron segun la campaiia, pues en la
primera se registr6 un descenso significativo de este pardmetro al final del proceso
madurativo (20 % de pérdida), mientras que en la segunda este hecho no se observd. Sin
embargo, durante la primera campana los aceites obtenidos de ‘Arbequina’ presentaron
mayor estabilidad inicial, y los valores inferiores de este parametro presentados sélo al final
de ésta vienen a coincidir con los presentados por los aceites de la misma variedad a lo largo
de toda la segunda campafia. Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Motilva et al.
(2000), quienes, trabajando con la variedad ‘Arbequina’, encontraron que una baja irrigacion
inducia un ligero incremento en la estabilidad ante la oxidacion de sus aceites. La pérdida de
la estabilidad en los aceites durante la maduracion del fruto ha sido previamente descrita por
otros autores en aceites de ‘Picual’, ‘Hojiblanca’ y ‘Nostrana di Brisighella’ (Gutiérrez et al.,
1999; Beltran et al., 2005 y Rotondi et al., 2004), pero no se habia observado antes en los
aceites de la variedad ‘Arbequina’. Mucho més acusado se ve este efecto en los aceites
obtenidos de aceitunas de la variedad ‘Picual’. Si se comparan los valores de estabilidad de
cada fecha de la primera campafia con sus homdlogos de la segunda, se puede comprobar
como, sistematicamente, fueron superiores. En consecuencia, el aumento de precipitacion
parece inducir una reduccion de la estabilidad ante la oxidacion en los aceites. Estos
resultados coinciden con los publicados por Beltran et al. (2005), quienes observaron como
los aceites de la variedad ‘Hojiblanca’ presentaban una mayor estabilidad, en tanto en cuanto
mas seca fuera la campafia.

Los valores de intensidad de amargor, evaluados sensorialmente, descendieron en las
dos campanas a medida que avanzaba la maduracion de los frutos en ambas variedades. Se
corroboran asi los resultados obtenidos previamente por Hermoso et al. (1998), quienes
observaron cémo el aumento del grado de madurez de la aceituna era el factor mas
determinante para la reduccion de la intensidad del amargor del aceite. Los aceites obtenidos
de la variedad ‘Arbequina’ mostraron s6lo una ligera disminucion, siendo los valores
iniciales de este parametro ya de por si muy reducidos (entorno a “2,0”, que equivale a una
intensidad ligera). La pérdida de amargor en la variedad ‘Picual’, en cambio, fue mucho mas

acentuada sobre todo en la segunda campana. El aumento en la precipitacion, en
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consecuencia, indujo una reduccién en la intensidad del amargor de los aceites obtenidos a

partir de estas aceitunas, especialmente de las cosechadas al final de la campana. Mientras

que los aceites de la primera campafia presentaban en las dos ultimas tomas de muestra una

intensidad media de amargor (entorno al valor “3,0”), sus homoélogos de la segunda soélo

exhibian un nivel ligero de este atributo. En cambio, el amargor de los aceites procedentes de

la variedad ‘Arbequina’ no se afecto por la diferencia de precipitacion.

Tabla 15.- Cambios en diferentes parametros utilizados para medir el nivel de calidad de los aceites virgenes
(medias + SD) obtenidos de dos variedades cosechadas en diferentes tiempos durante la campaiia 2002/03.

Fechas de Acide‘z Ky Ky Perdxidos | Tocoferoles |Estabilidad An:’ilis‘is Amargor
Cosecha (% Oleico) (meqO/kg) (ppm) (horas) |Sensorial
Arbequina ™
11/9 0,12 £0,01de | 1,41 £0,22| 0,06 0,04 | 5,2 £1,0 276,1 £0,4a | 30,2 £1,8 8,0+0,4 | 1,9+0,3a
21/10 0,11 £0,00e | 1,62 £0,20| 0,14 £0,05 | 4,8 £1,1 2433 +0,4b | 29,722 | 7,.9+0,5 | 1,7 +0,4ab
411 0,13 +£0,01de | 1,32 £0,22| 0,10 +£0,03 | 4,9 +0,8 | 239,7+0,4b | 30,8 1,4 | 8,1 0,4 | 1,8+0,3ab
29/11 0,15+0,01cd | 1,29 £0,23| 0,09 £0,03 | 6,2 +1,2 | 234,0+0,4b | 33,1 2,5 | 8,2+0,3 | 2,1 £0,4a
28/12 0,18 +0,01c | 1,51 £0,22| 0,10 +0,04 | 4,5+0,9 | 205,5+0,4c | 29,9 +1,9 | 8,0+0,4 | 1,1 +0,3¢c
8/1 0,22 £0,02b | 1,46 £0,21| 0,10 £0,03 | 4,5 £1,0 192,3 £0,4c | 31,3 1,6 | 7,.9=+0,5 | 1,2+0,2¢c
2211 0,32 £0,03a | 1,44 £0,18| 0,08 £0,04 | 4,2 +1,2 137,5+0,4d | 32,6 +2,1 | 8,0+0,4 | 1,4 +£0,3bc
Picual ¥
8/10 0,16 £0,02d | 1,42 £0,25| 0,13 +0,04 | 5,7 1,1 | 273,9 +0,4a | 105,8 +3,4c| 8,5+0,3 | 5,0 +£0,0a
16/10 0,18 £0,01d | 1,59 £0,22| 0,18 +0,02 | 7,3 +1,6 | 272,7 +0,4a | 108,2 +3,8¢c| 8,2 +0,4 | 5,0 +£0,0a
22/10 0,19 £0,02d | 1,80 +£0,35| 0,19 +£0,03 | 5,5+1,0 | 245,2+0,4b | 116,4 +2,5b| 8,4 +£0,3 | 5,0+0,0a
29/10 0,23 £0,02¢ | 1,74 £0,27| 0,18 £0,03 | 4,5 +1,4 | 206,1 +0,4c | 122,6 +2,4a| 8,2 £0,4 | 5,0+0,0a
11/11 0,16 £0,02d | 1,40 +£0,24| 0,14 +0,05 | 6,4 +1,1 | 252,9+0,4b | 102,4 +4,4c| 8,4 +£0,3 | 4,0+0,4b
22/11 0,23 +0,01c | 1,49 +£0,26| 0,15 +0,04 | 6,6 +0,8 186,6 £0,4d | 85,8 +3,6d | 8,3 +0,4 | 3,8+0,4b
3/12 0,30 +0,03b | 1,27 +0,31| 0,15+0,03 | 4,5 +1,5 168,9 £ 0,4e| 68,4 +2,4¢ | 8,3+0,4 | 3,7+£0,3b
10/12 0,31 +£0,02b | 1,56 £0,23| 0,14 +£0,04 | 4,8 £1,2 187,2 £0,4d | 66,2 +2,6ef| 8,2 +0,4 | 3,1£0,3c
17/12 0,39 £0,02a | 1,22 4£0,33| 0,12 +£0,05 | 4,5 +1,4 153,7+0,4f| 62,4 £2.4f | 8,0+0,5 | 3,4 +£0,3bc
8/1 0,38 £0,02a | 1,63 £0,24| 0,14 +0,04 | 5,3 £0,9 184,7 £0,4d | 60,6 £3,2f | 8,1 £0,4 | 2,4 +£0,4d
22/1 0,41 £0,03a | 1,31 £0,26| 0,18 0,03 | 6,2 +0,7 209,2 £0,4c| 60,5 £3,3f | 8,2+0,3 | 2,2+0,4d

*Para cada variedad, dos valores del mismo parametro seguidos con diferentes letras pequefias son
significativamente diferentes (P< 0,05) de acuerdo con
el test de multiple rango de Duncan.
Y Cada valor de este pardmetro es una media de 3 determinaciones.

La evolucion del contenido total en fenoles varié segin la pluviometria de la

campaiia y la variedad estudiada (Tablas 16 y 17). Mientras que en la primera campana este

pardmetro descendié de una manera mas o menos uniforme en las dos variedades conforme

progresaba el grado de maduracion del fruto, en la segunda con mayor precipitacion, en
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‘Picual’ se observd un aumento inicial en el contenido fendlico total hasta alcanzar un
maximo (2,25 mmol/kg) a finales de Octubre, para posteriormente ir descendiendo hasta
exhibir valores claramente inferiores al final de campafia. Por su parte, los aceites de
‘Arbequina’ ofrecieron un comportamiento erratico en su contenido total en derivados
fendlicos, con continuas subidas y bajadas a lo largo del proceso madurativo, dando a
entender que las fluctuaciones obtenidas se deben mas a una variabilidad en la recuperacion
de fenoles en la extraccion fisica del aceite, que a los cambios fisiologicos del fruto. El
aumento de la precipitacion determiné una disminucién del contenido medio total en
derivados fendlicos en las dos variedades estudiadas, que coincidid con los descensos de
estabilidad y amargor anteriormente citados. Previamente, diferentes autores ya habian puesto
de manifiesto cémo la presencia de lluvias durante el crecimiento y la maduracién de las
aceitunas hacia disminuir la concentracion de fenoles en los aceites (Pannelli et al., 1994;
Ranalli et al., 1997 y Uceda y Hermoso, 1998). Los contenidos totales en derivados
secoiridoideos (FAAO, FAAL, FDAO y FDAL) y en ortodifenoles (FAAO, FDAO,
hidroxitirosol, acetato de hidroxitirosol y luteolina) siguieron evoluciones similares a la
presentada por los polifenoles totales. Este hecho era de esperar, pues estos conjuntos de
compuestos son los mayoritarios entre los derivados fendlicos del aceite de oliva. La
diferencia en contenido de los diferentes compuestos fenolicos, individualmente
considerados, entre aceites relativamente amargos y estables, como los obtenidos durante la
maduracion de la aceituna de la variedad ‘Picual’, y otros que presentan una baja estabilidad e
intensidad en este atributo, como los extraidos de las aceitunas de la variedad ‘Arbequina’,
puede dar una idea de cudles estan mas relacionados con estos parametros. En las dos
campafas estudiadas, no presentaron modificaciones estadisticamente significativas a
consecuencia del aumento del grado de madurez los contenidos en tirosol, acido vanilico,
pinoresinol, luteolina y apigenina en los aceites obtenidos, tanto de ‘Arbequina’ como de
‘Picual’. Dado que, sobre todo en la variedad ‘Picual’, se produjo una apreciable reduccion
tanto de la estabilidad como de la presencia del atributo amargo, no parece que los citados
compuestos fenolicos estén relacionados con estos descensos, si bien este hecho no los
descarta como posibles poseedores de actividad antioxidante o amargor. Es de destacar el
descenso registrado en pinoresinol durante la campafia 2002/03. En los aceites procedentes de
‘Arbequina’ este compuesto pasa de presentar un contenido medio de 0,114 mmol/kg en la
campafia mas seca a exhibir apenas un contenido medio de 0,007 mmol/kg en los obtenidos
durante la campafia mas humeda. En los aceites de ‘Picual’ se observa el mismo efecto, pero

con diferencias menos extremas, pues el contenido pasa de una media de 0,035 mmol/kg, en
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la primera campana, a 0,012 mmol/kg, en la segunda. En la variedad ‘Arbequina’, tanto en la
primera como en la segunda campafia destacan los contenidos en dos derivados
secoiridoideos, el FDAO y el FDAL, con valores medios superiores a los presentados por los
aceites de la variedad ‘Picual’; mucho mas amargos y estables, por lo que no parece probable
que ambos compuestos estuvieran demasiado relacionados con uno u otro parametro o, al
menos, deben existir otros compuestos con una mayor implicacion en este sentido. El FAAO,
en cambio, siendo el derivado fenolico mas abundante con diferencia en los aceites de
‘Picual’ de la segunda campafia, fue el derivado secoiridoideo, que al inicio de ésta mantuvo
unos valores parecidos a los alcanzados en la campaifia seca. Dado que en el inicio de ambas
campafias los aceites procedentes de la variedad ‘Picual’ alcanzaron parecidos valores
maximos, tanto de amargor, como de estabilidad, seria razonable pensar que este compuesto
es el que parece estar mas estrechamente relacionado con la evolucion de estos pardmetros,
pues el resto de derivados secoiridoideos se redujo notablemente. Ademas, tanto su presencia
minoritaria en ‘Arbequina’, como la reduccién de contenido que sufre durante el proceso
madurativo del fruto, también coinciden con los cambios experimentados, tanto en intensidad
de amargor, como en la estabilidad ante la oxidacion en los aceites. Estos resultados coinciden
en mayor medida con los presentados por Mateos et al. (2004), que identificaron al FAAO
como el principal responsable del amargor del aceite, que con los publicados por Gutiérrez et
al. (2003), quienes identificaron a las moléculas del FDAO y FDAL como principales
responsables de este atributo por encima del papel desempenado por el FAAO. El
hidroxitirosol y el acetato de hidroxitirosol, dos moléculas con naturaleza antioxidante
(Mateos et al., 2003), mostraron diferentes concentraciones segun la variedad de procedencia.
Mientras que en ‘Arbequina’ el contenido en hidroxitirosol siempre se mantuvo en valores
muy bajos con tendencia a la reduccion al final de campafia, en ‘Picual’ el contenido en este
derivado fenolico fue mucho mas apreciable y la tendencia a la reduccion en su contenido
solo se da claramente en la campana mas seca. El contenido en acetato de hidroxitirosol fue
superior en los aceites procedentes de aceitunas ‘Arbequina’ que en los obtenidos de la
variedad ‘Picual’ en las dos campafias estudiadas, ello cuestiona la importancia de la
implicacion de este compuesto en el mantenimiento de la estabilidad oxidativa de los aceites,
pues los segundos exhibieron sistematicamente valores superiores en este parametro.

A finales de la segunda campafa, a pesar del retraso registrado en la maduracién de
los frutos, medida por el indice de madurez, la dureza o el color de epidermis, se observo un
descenso significativo de la estabilidad, de los compuestos fendlicos y de la intensidad de

amargor de los aceites extraidos de los mismos. La abundante precipitacion registrada entre
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Septiembre y Diciembre de esta campafia indujo un retraso en la maduracion de estos frutos,
y, probablemente, ralentizara el descenso en el contenido en fenoles de su pulpa que
transcurre durante este proceso fisiologico. Sin embargo, una mayor absorcion de agua por
parte del fruto podria facilitar la disolucion preferente de los compuestos fendlicos en la fase
acuosa de la pasta de aceituna (alpechin o alperujo) tras la extraccion fisica del aceite. Por otra
parte, los restos de membrana y los polisacaridos resultantes de la rotura de las paredes
celulésicas de las células de la aceituna podrian también formar complejos con los
compuestos fenolicos presentes en las pastas, determinando su pérdida de contenido en el
aceite extraido (Spencer et al., 1998; Vierhuis et al., 2001). Puesto que en las campafias mas
huiimedas se ralentiza el ablandamiento del fruto, la presencia de estas estructuras se hace mas
habitual en las pastas de extraccion. Otra explicacion de la reduccion del contenido de
polifenoles en el aceite podria ser debida a una ralentizacion de la sintesis de polifenoles en la
oliva durante su maduracion. La biosintesis de estos compuestos fenolicos en las plantas es
sensible a las condiciones ambientales (Parr and Bolwell, 2000), por lo tanto el estado hidrico
del cultivo podria afectar a la misma a través de una regulacion de la actividad del enzima
PAL, clave en la ruta de la sintesis fendlica, que se estimularia como respuesta al “estrés”
hidrico en las campanas con bajo aporte de agua (Dixon y Paiva, 1995; Patumi et al., 1999).
Ademas, las reacciones oxidativas catalizadas por los oxidoreductasas endogenas, tales como
las polifenoloxidasas y las peroxidasas, podrian estimularse por la presencia de mayor
humedad en la pasta y promover la oxidacion fendlica durante el proceso de extraccion,
contribuyendo también al descenso de su presencia en el aceite (Sciancalepore, 1985; Servili

et al., 1998; Servili et al., 1999).
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Tabla 16.- Cambios en diferentes compuestos fenolicos (mmol/kg) de aceites de oliva virgenes obtenidos de dos variedades de olivos cosechadas a diferentes tiempos

durante la campana 1998/99

Fechas de Hidroxi ey AXEB Pino- ol iy Total
- FDAO | FAAO Tirosol | FDAL FAAL |Vanillico | hidroxi- . Luteolina |Apigenina | Orto- Secoiri-
cosecha -tirosol . resinol . . Fenoles
tirosol difenoles | doideos
Arbequina ®
15/10 0,014a |0460a | 0,053a 0,018 0,320 a 0,078 a 0,002 0,091 b 0,126 0,012 0,001 0,630 a 0911 a 1,180 a
27/10 0,012 ab | 0,390b | 0,045b 0,019 0,330 a 0,080 a 0,006 0,088 b 0,136 0,006 0,002 0,541b |0,845Db 1,120 b
11/11 0,011 ab | 0,350c | 0,040 ¢ 0,013 0,230 ¢ 0,057 b 0,003 0,094 b 0,115 0,024 0,005 0,519 ¢ 0,677d | 0,950d
24/11 0,010b |0,310d | 0,035d 0,018 0,320 a 0,078 a 0,005 0,066 d 0,109 0,027 0,005 0,448d |0,743 ¢ 1,080 ¢
10/12 0,010b | 0,260e | 0,030¢ 0,015 0,260b | 0,064 b 0,004 0,105 a 0,119 0,020 0,004 0,425 ¢ 0,614 ¢ 0,900 d
23/12 0,008 bc | 0,250 f | 0,029 ¢ 0,012 0,220 ¢ 0,053bc 0,005 0,077 ¢ 0,096 0,015 0,003 0,379 £ 0,552 f 0,770 ¢
13/01 0,006 c | 0,180g | 0,021 f 0,010 0,180d | 0,043 ¢ 0,003 0,026 ¢ 0,094 0,022 0,004 0,255g 10424¢g 0,590 f
Picual #
15/10 0,052a |0,392b |0,555b 0,059 0,583 a 0,515a 0,005 0,023 0,030 0,008 0,002 1,030b [ 2,045a 2224 a
27/10 0,057a |0429a | 0,607 a 0,056 0,557b 0,493 b 0,008 0,052 0,036 0,015 0,005 1,160 a 2,086 a 2316 a
11/11 0,043b |0,324c | 0,459¢c 0,048 0,471 e 0,417d 0,005 0,027 0,024 0,006 0,003 0,859 ¢ 1,671b 1,828 b
24/11 0,038 bc | 0,290d | 0,411e 0,054 0,530 ¢ 0,469 c 0,006 0,046 0,038 0,010 0,004 0,795 d 1,700 b 1,897 b
10/12 0,037bc | 0,281d | 0,398 f 0,052 0,513d |0,454c 0,006 0,045 0,036 0,009 0,004 0,770 d 1,646 b 1,836 b
23/12 0,039bc | 0,298d | 0,422d 0,055 0,547b | 0,484 D 0,007 0,035 0,044 0,010 0,004 0,804 d 1,751 b 1,946 b
13/01 0,034 cd | 0,253 e | 0,359 ¢ 0,047 0,463 ¢ 0,410d 0,005 0,041 0,033 0,009 0,005 0,696 ¢ 1,485 ¢ 1,659 ¢
26/01 0,031d |0,235f |0,333h 0,044 0,431 f 0,382 ¢ 0,005 0,038 0,037 0,008 0,004 0,645 f 1,381 ¢ 1,548 ¢

“Para cada variedad, dos valores del mismo parametro seguidos con diferentes letras pequefias son significativamente diferentes (P< 0,05) de acuerdo con el test de multiple
rango de Duncan. ¥ Cada valor de este parametro es una media de 3 determinaciones.
(FDAO) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica de la aglucona del ligustrésido. (FAAQ) Forma aldehidica de la aglucona de la
oleuropeina. (FAAL) Forma aldehidica de la aglucona del ligustrosido.
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Tabla 17.- Cambios en diferentes compuestos fendlicos (mmol/kg) de aceites de oliva virgenes obtenidos de dos variedades de olivos cosechadas a diferentes tiempos
durante la campana 2002/03

Hidroxi- Acido Acetato Pino- Total Total Total
Fecha de cosecha | . FDAO | FAAO | Tirosol | FDAL FAAL |Vanillico | hidroxi- . Luteolina |Apigenina | Orto- Secoiri-
tirosol . resinol 5 3 Fenoles
tirosol difenoles | doideos
Arbequina
11/9 0,010ab | 0,317c | 0,042a 0,012 ] 0,369 a 0,082 b 0,002 | 0,058 ¢ 0,008 0,005 0,002 0,432c¢ | 0,810b | 0,907b
21/10 0,008b ]0,159e |0,026c¢c 0,017 10,169¢ 0,026 d 0,002 | 0,171Db 0,012 0,005 0,002 0,369e¢ |0380f |0,597f
4/11 0,011ab | 0,230d | 0,033 b 0,015 0,162 ¢ 0,107 a 0,003 | 0,160b 0,010 0,010 0,004 0,444c ]0,532d |0,745d
29/11 0,012a [0,425b |0,046a 0,013 ]0,120d 0,065 ¢ 0,003 | 0,156b 0,006 0,015 0,006 0,654a |0,656c | 0,867c
28/12 0,013a |0,176e |0,012d 0,010 10,079¢ 0,022 d 0,000 | 0,187 a 0,004 0,012 0,006 0,400d |0,289¢g |0,521¢g
8/1 0,008b ]0,324c | 0,024 ¢ 0,010 ]0,125d 0,023 d 0,000 | 0,134¢ 0,005 0,008 0,005 0,498b | 0496e | 0,666¢
22/1 0,007b [0494a |0,046a 0,010 |0,299b 0,024 d 0,000 |0,092d 0,007 0,005 0,003 0,644a |0,863a | 0987a
Picual ¥
8/10 0,034f |0,177f ]0,544d 0,013 | 0,124 ¢ 0,061 c 0,004 |0,019h 0,015 0,017 0,005 0,791 f 10906f |1,014e¢
16/10 0,040 de | 0,269e | 0,567 ¢ 0,018 10,170 ¢ 0,180 a 0,004 | 0,028 £ 0,010 0,019 0,005 0,923 ¢ 1,186¢c | 1311¢c
22/10 0,043d ]0454b | 0,681Db 0,019 ]0,240b 0,144 b 0,003 | 0,069 a 0,020 0,015 0,003 1,262b | 1,519b | 1,691D
29/10 0,057b 0,747a | 0921 a 0,017 0,288 a 0,134b 0,002 | 0,063 b 0,018 0,014 0,004 1,802a |2,090a |2251a
11/11 0,036 ef | 0,288de | 0,433 ¢ 0,012 10,114 0,061 ¢ 0,002 | 0,056 ¢ 0,012 0,014 0,004 0,827e¢e |0,896f |1,033¢
22/11 0,033f |0,391c¢ 0,382 f 0,012 10,176 ¢ 0,064 c 0,001 | 0,047d 0,010 0,012 0,003 0,865d |1,013d |1,132d
3/12 0,043d [0,322d |0,386f 0,013 |0,152d 0,080 c 0,000 | 0,037¢ 0,010 0,018 0,005 0,806 f 10940e | 1,067¢
10/12 0,035f ]0,336cd | 0,317 ¢ 0,019 |0,159d 0,085 c 0,000 | 0,036 ¢ 0,012 0,024 0,007 0,748g |0,897f |1,031e
17/12 0,086a |0,264e |0,384f 0,024 0,125 0,073 ¢ 0,000 | 0,035¢ 0,009 0,016 0,005 0,785f |0,846h | 1,022¢
8/1 0,049c |0,224ef | 0,298 g 0,022 10,130e 0,065 ¢ 0,000 |0,022¢g 0,010 0,015 0,004 0,608 h | 0,7171 | 0,839f
22/1 0,045cd | 0,230e | 0,254 h 0,019 0,115 0,060 c 0,000 | 0,018h 0,011 0,014 0,005 0,561 1 0,659 |0,771¢g

“Para cada variedad, dos valores del mismo pardmetro seguidos con diferentes letras pequefias son significativamente diferentes (P< 0,05) de acuerdo con el test de multiple

rango de Duncan. ¥ Cada valor de este pardmetro es una media de 3 determinaciones.
(FDAQ) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica de la aglucona del ligustrosido. (FAAQ) Forma aldehidica de la aglucona de la
oleuropeina. (FAAL) Forma aldehidica de la aglucona del ligustrosido.
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II. 3. DETERMINACION DEL MOMENTO DE ENTRADA DEL ATRIBUTO
AMARGO EN EL ACEITE DE OLIVA

La intensidad de amargor que presenta el aceite de oliva antes de su extraccion,
cuando aun permanece en las células del mesocarpio, es desconocida, o al menos, no aparece
en las fuentes bibliograficas a las que se ha tenido acceso. Aparentemente no es probable que
este aceite posea este atributo en un nivel apreciable, ya que los compuestos, que
presumiblemente lo confieren, se pueden encontrar en otros compartimentos subcelulares.
Para intentar profundizar en el conocimiento de como aparece el amargor en los aceites es
imprescindible tener un cierto grado de certeza de que éste no se halla de manera previa,
formando parte constitutiva del aceite original. Para ello se ha procedido a una extraccion
quimica en condiciones muy suaves, reduciendo en lo posible que se produzca un trasvase de
los compuestos responsables del amargor de un compartimiento subcelular a otro. El aceite

obtenido de esta forma presenta una intensidad de amargor practicamente nula (Figura 9).

4] B Intensidad de Amargor a

Amargor (0 minimo- 5 maxim

Hexano Hexano: Isopropanol ""Abencor"

Figura 9.- Intensidad de amargor de aceites extraidos por diferentes métodos de aceitunas de la variedad
‘Picual’. Las columnas de una misma serie con diferente letra minuscula presentan valores significativamente
diferentes (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan.

Si los aceites contuvieran componentes amargos antes de la extraccion, éstos
aparecerian en el aceite tras la extraccion quimica, pues al hallarse los mismos disueltos en el
aceite se verian arrastrados por el disolvente pese a su caracter apolar. No obstante, se utilizo

ademas otro disolvente mas polar, la mezcla hexano: isopropanol (3:2, v/v) para eliminar la
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posibilidad de una extraccion selectiva de aceite sin componentes mas polares. Sin embargo el
aumento de la polaridad del disolvente no determind un aumento de la intensidad del atributo
amargo. Por el contrario, la extraccion fisica mediante el método ‘Abencor’, que reproduce a
escala de laboratorio el proceso industrial, determind la obtencion de un aceite con una
intensidad de amargor y de componentes fenodlicos bastante apreciable. En consecuencia, se
puede concluir que el amargor es conferido al aceite de oliva virgen durante su proceso de
extraccion fisica y que no se trata de un atributo propio del aceite contenido en el interior de

las células de la aceituna.

III. 4. IMPLICACION DE UNA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LA ENTRADA DEL
ATRIBUTO AMARGO EN EL ACEITE DE OLIVA

El siguiente paso que conviene aclarar es, si el proceso de entrada del amargor en el
aceite se debe a una simple puesta en contacto de éste con los componentes amargos durante
la molturacién y el batido de la aceituna, o si requiere el concurso de una actividad
enzimdtica. De ser cierta esta segunda posibilidad, seria suficiente el empleo de un
tratamiento fisico sobre el fruto, que inactivara o simplemente redujera la actividad del
hipotético enzima, para reducir la intensidad en amargor del aceite que posteriormente se
extrajera del mismo. En este sentido, se estudio si la temperatura, a la que estd sometido el
fruto previamente al proceso de extraccion, afectaba o no a la intensidad de amargor del
aceite. La medida sensorial de la intensidad de atributo amargo dejo claro que los aceites que
se obtuvieron de los frutos que se habian sometido a 80 °C vieron considerablemente
menguado su amargor con respecto al control establecido (Figura 10). Sin embargo, la cata
del propio fruto puso de manifiesto, que este atributo seguia presente en el mismo después del
calentamiento, por lo que se debe descartar la posibilidad de que el tratamiento pudiera causar
la eliminacion de los compuestos responsables del amargor antes de la extraccion. En
consecuencia, este ensayo apoya la hipotesis de que es necesaria la intervencion de una
actividad enzimatica, para que el amargor se incorpore al aceite virgen de oliva, pues de ser
debida a meras razones fisico-quimicas, por la espontanea disolucién de los compuestos
amargos en el aceite, la temperatura previa del fruto no deberia influir excesivamente en el
momento de la extraccion. En consecuencia, se confirma que la realizacion de tratamientos
térmicos en el fruto puede ser factible para la reduccion de la intensidad en amargor de los

aceites.
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Figura 10.- Intensidad de amargor de aceitunas de la variedad ‘Picual’ no tratadas (testigo) o previamente
mantenidas a 80 °C durante 12 horas y de los aceites extraidos por centrifugacion de las mismas. Las columnas
de una misma serie marcadas con diferente letra minuscula presentan valores significativamente diferentes (p<
0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan.

III. 5. TRATAMIENTOS FiSICOS REALIZADOS A ESCALA DE LABORATORIO
SOBRE LA ACEITUNA PARA LA DISMINUCION DEL AMARGOR EN EL
ACEITE VIRGEN

III. 5. 1. Tratamientos térmicos en camara

IIIL. 5. 1. 1. Conservacion en frio

La conservacion a 5 °C permite preservar la fisiologia del fruto de manera que se
puede extraer de éste un aceite virgen de maxima calidad por un tiempo prolongado
(Gutiérrez et al., 1992). Sin embargo, atin no se ha constatado como este tipo de tratamientos
afecta a la intensidad del atributo amargo. Dado que este fruto es de tipo no climatérico, la
refrigeracion debe provocar un retraso del proceso madurativo, pero no su interrupcion
completa. Cabria suponer que la aceituna durante su conservacion en frio iria también
madurando y, de la misma forma como cuando permanece en el arbol, iria disminuyendo
paulatinamente el amargor que confiere al aceite tras su extraccion. Puesto que bajo estas
condiciones el fruto va desecandose, seria ademads previsible que las actividades enzimaticas

contenidas en sus células progresivamente fueran inhibiéndose, haciéndose cada vez mas
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inerte desde el punto de vista bioquimico, mientras que el aceite contenido en las mismas
apenas se alteraria, protegido por la propia estructura celular.

En la Figura 11 se muestra como la intensidad de amargor va paulatinamente
disminuyendo en los aceites, que se obtienen de aceitunas previamente conservadas a 5 °C
conforme progresaba el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, este descenso no ocurrio
de forma similar en las distintas variedades estudiadas, aunque las tres evoluciones se
ajustaron a un mismo tipo de patrdn, siguiendo curvas polinomiales de segundo grado.
Mientras que las aceitunas ‘Manzanilla’ precisaron una permanencia en camara refrigerada de
so6lo 4 semanas para que pudiera extraerse de las mismas un aceite con una intensidad
“media” de amargor (valor “3” en la escala de “0” a “5”), las de la variedad ‘Picual’
necesitaron 6 semanas para ver reducido a un nivel similar este atributo, y las ‘Verdiales’ no
experimentaron un descenso analogo hasta dos semanas después, necesitando, en
consecuencia, una permanencia doble en cédmara que las primeras. Por tanto, las
caracteristicas particulares de cada variedad determinaron claramente las condiciones del

proceso, necesitando cada una un estudio especifico.
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Figura 11.- Evolucion de las intensidades en atributo amargo presentadas por aceites extraidos de aceitunas de
diferentes variedades previamente conservadas durante tiempos crecientes a 5 °C. Cada punto corresponde a la
valoracion media realizada por duplicado de 6 catadores entrenados en la valoracion de la calidad sensorial de
los aceites virgenes de oliva.
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Ello sugiere que otros factores determinantes de las caracteristicas fisiologicas de la
aceituna también podrian influir en el tiempo de conservacion requerido para que las
actividades enzimaticas responsables de conferir el atributo amargo al aceite vayan
disminuyendo su actividad durante el proceso de extraccion del aceite. Seria, pues, arriesgado
fijar, a priori, un tiempo determinado de almacenamiento para conseguir una reduccidén
significativa de este atributo.

La correlacion entre las condiciones de cultivo particulares de cada campaifia y la
determinacion del tiempo idoneo de conservacion refrigerada deberd dar a cada olivarero,
bajo sus propias caracteristicas particulares de variedad y cultivo, la experiencia necesaria
para poder predecir el tiempo més indicado de almacenamiento en ftio.

Las aceitunas de las tres variedades, almacenadas cuando adquirieron su tamafio
definitivo y conservando ain su pigmentacion verde inicial (estadio verde-maduro), fueron
madurando lentamente a 5 °C, como demuestra el progresivo aumento de su IM o las
paulatinas disminuciones, tanto de su indice de color, como de su dureza (Tablas 18, 19 y
20). Sin embargo, cada variedad respondié de manera diferente en la evolucion de estos
parametros. La variedad ‘Picual’ fue la que presentd al mismo tiempo un incremento mas
rapido del IM y una disminucion mds acusada de su indice de color, mientras que la
‘Manzanilla’ experimentd un cambio mas lento de estos indices que ‘Picual’, pero,
simultaneamente, sufrié un ablandamiento mas répido. Dado que el atributo amargo se redujo
antes en los aceites obtenidos de aceitunas ‘Manzanilla’ que en los extraidos en los frutos
‘Picual’, la reduccion de la intensidad de este atributo estaria mas ligada al ablandamiento de
las drupas que a su cambio de color. Las ‘Verdiales’, en cambio, presentaron una evolucion
general del proceso madurativo més lenta que las anteriores, retrasandose tanto su cambio de
color epidérmico, como su pérdida de consistencia. Estas diferencias entre variedades en el
desarrollo de los parametros, que sirven para evaluar el grado de maduracion de la aceituna
durante la conservacion refrigerada, fueron ya observadas por Garcia et al. (1996b), quienes
encontraron que la variedad ‘Villalonga’ maduraba mucho mas rapido que la ‘Blanqueta’
durante su almacenamiento a 5 °C.

En el rendimiento de la obtencion de aceite virgen se distingue claramente el
comportamiento de la variedad ‘Manzanilla’, propia de mesa, con valores muy inferiores del
presentado por las otras dos variedades ‘Picual’ y ‘Verdial’, més utilizadas en molino. A lo
largo de su almacenamiento refrigerado las ‘Manzanillas’ apenas vieron modificado este
parametro, observandose en las dos ultimas semanas un ligero aumento del mismo, que no

llegdb a ser estadisticamente significativo. Las dos variedades aceiteras mostraron una

105



evolucion muy parecida del rendimiento graso. Al principio de la conservacion, durante las
dos primeras semanas, ambas experimentaron un descenso significativo de este parametro,
que posteriormente fue aumentando, hasta alcanzar incluso valores significativamente
superiores a los iniciales. La baja temperatura al inicio del procesado podria inducir cambios
en la estructura de la pasta que pudieran favorecer la emulsiéon del aceite durante su
extraccion. En presencia de una humedad elevada y baja temperatura, los restos de membrana
plasmatica y de pared celular presentes actuan especialmente como agentes emulsionantes,
dificultando la separacion del aceite durante la centrifugacion de la pasta (Martinez-Moreno et
al.,, 1964; Alba-Mendoza et al., 1982). El aumento de la temperatura de procesado, en
cambio, favorece la extraccion del aceite. Conforme avanza el tiempo de conservacion, el
fruto va perdiendo humedad, con lo que el aceite extraido va representando un valor cada vez
mas importante con respecto al peso total, por eso va aumentando el rendimiento graso, pese a
que la temperatura del proceso sigue siendo la misma, mas baja que la que se usé inicialmente
antes de la conservacion en frio (tiempo “07). Gutiérrez et al. (1992) y Castellano et al. (1993)
describieron como se producia la pérdida de agua en la aceituna ‘Picual’ conservada a 5 °Cy
93 % de humedad durante un periodo de 60 dias, evaludndola en un promedio de un 3 %.

En cuanto a los parametros fisico-quimicos que miden la calidad del aceite de oliva
virgen, los aceites extraidos de las tres variedades durante todo el periodo de conservacion del
fruto se mantuvieron dentro de los limites establecidos para la categoria “extra”. La acidez
libre de los aceites extraidos de las tres variedades experimentd un ligero aumento a medida
que avanzaba el tiempo de conservacion. En otros trabajos de almacenamiento refrigerado de
aceitunas realizados previamente, los valores de acidez presentados por los aceites extraidos
de frutos conservados por un periodo superior a los 30 dias superaron los alcanzados en este
trabajo. Asi, Gutiérrez et al. (1992) encontraron valores de 0,33, 0,69 y 1,88 en aceites
extraidos después de 30, 45 y 60 dias, respectivamente de conservacion a 5 °C de aceitunas
‘Picual’, que se habian almacenado con un IM medio de “2”. Cuatro afios después Garcia et
al. (1996a), empleando aceitunas de la misma variedad, IM, un mismo tiempo de
almacenamiento e igual temperatura, obtuvieron valores de acidez de 0,35, 0,84 y 2,91,
respectivamente. Finalmente, el mismo afio, en un ensayo a escala industrial Garcia et al.
(1996b), empleando las variedades ‘Blanqueta’ y ‘Villalonga’, obtuvieron valores de este
parametro de 0,6, 1,7 y 3,5 para la primera y de 0,32, 1,22 y 1,37 para la segunda, después de
32, 49 y 60 dias de almacenamiento a 5 °C, respectivamente. Es muy posible que el factor
determinante de que se hayan obtenido valores inferiores en este trabajo fuera el menor grado

de maduracion de las aceitunas que se emplearon en el ensayo. El aumento de la acidez esta
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estrechamente ligado normalmente con el incremento en la incidencia de podredumbre en los
frutos de donde es extraido el aceite. Es un hecho reconocido que, conforme mas inmaduro es
un fruto, mas resistente es a sufrir infecciones o dafios mecanicos. Dado que en el presente
trabajo no se detect6 incidencia alguna de podredumbre (datos no mostrados), es normal que
la acidez libre apenas se incrementara. Es de suponer que el ligero aumento de este parametro
fuera debido a la actividad lipésica interna del propio fruto, como ocurre cuando madura en el
arbol (Garcia et al., 1996c¢; Yousfi et al., 2006).

El indice de peroxido no mostrd ninguna tendencia clara que estuviera vinculada con
el proceso de conservacion refrigerada de los frutos de las tres variedades estudiadas.
Probablemente, este parametro depende mas de factores que no pueden ser controlados en el
experimento, como la demora en los sucesivos pasos que requiere el sistema de extraccion a
escala de laboratorio (tiempos de filtracion y decantacion, la temperatura y tiempo durante la
extraccion o los andlisis). No obstante, parece suficientemente claro que la permanencia del
fruto en camaras refrigeradas no parece afectar de manera significativa a este parametro, que
se mantiene muy alejado del limite establecido para la perdida de categoria del aceite virgen
(20 meqO/kg), independientemente del tiempo que se haya mantenido el fruto en frio.

Los valores de absorbancia en la region del ultravioleta de los aceites (Kas, y Ka7o)
apenas se afectaron por el tiempo de permanencia del fruto en la cdmara frigorifica. Sélo los
valores de K3, obtenidos de la variedad ‘Picual’ mostraron un leve, aunque significativo,
aumento, mantenido solo durante las 4 primeras semanas de conservacion. Garcia et al.
(1996a) encontraron practicamente el mismo efecto con aceitunas menos inmaduras de la
misma variedad. Puede que este tipo de efecto sea debido a que en estas aceitunas se estimule
especialmente la formacion de 4cidos grasos conjugados en el proceso de extraccion durante
el primer mes de almacenamiento, como paso inicial en la ruta de formacion de aromas.

La calidad sensorial de los aceites virgenes extraidos de las tres variedades diminuy6
levemente con el tiempo de estancia de los frutos en la cdmara refrigerada, siendo este
descenso solo estadisticamente significativo en la variedad ‘Verdial’. En cualquier caso, estos
valores siempre se mantuvieron dentro del margen propio de la calidad extra.

La evolucion del contenido en carotenos y clorofilas del aceite extraido durante la
conservacion del fruto fue diferente en cada una de las variedades analizadas. En los aceites
de la variedad ‘Manzanilla’ el contenido en carotenos mantuvo valores similares durante las 4
semanas que se mantuvo el fruto a 5 °C. En los extraidos a partir de aceitunas ‘Picual’ se
registro un claro descenso inicial tras la primera semana de refrigeracion, para luego ir

subiendo, hasta alcanzar los valores mostrados al principio. Finalmente, en la ‘Verdial® se
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registra un descenso inicial muy brusco, analogo al observado en los aceites de ‘Picual’, e
igualmente después experimentd un aumento en su contenido, pero sin llegar a alcanzar los
valores iniciales.

Tabla 18.- Evolucion del color, de la dureza, del indice de madurez y del rendimiento graso de aceitunas

‘Manzanilla’ durante su conservacion a 5 °C y de diferentes parametros de calidad de los aceites extraidos de
las mismas.

Tiempo de conservacion a 5 °C (Semanas)
0 1 2 3 4

Indice de Madurez 0,6 ¢ 0,7 be 09b 0,9b 12a
Dureza (N/cm?) 473 a 485 a 487 a 483 a 412b
indice de Color [L(b-a)/100] 394 a 389a 37,4 ab 35,8b 34,8b
Rendimiento (%) 4,6 4,6 4,6 4.8 4.8
Acidez (% Oleico) 0,23 b 0,21b 0,29 a 0,31 a 0,30 a
I. Pero6xidos (meqO/kg) 8,78 a 9,79 a 6,89 b 6,12b 8,40 a
Kjs, 1,69 1,77 1,62 1,75 1,67
K370 0,16 0,17 0,15 0,17 0,17
Analisis Sensorial 7.8 7,6 7,9 7,7 7,6
Carotenos (mg/kg) 22,61 22,66 22,57 23,61 22,09
Clorofilas (mg/kg) 3592b 39,22 a 39,02 a 39,49 a 41,59 a
Estabilidad (horas) 118,5 1194 114,8 113,2 110,5

Tabla 19.- Evolucion del color, de la dureza, del indice de madurez y del rendimiento graso de aceitunas
‘Picual’ durante su conservacion a 5 °C y de diferentes parametros de calidad de los aceites extraidos de las

mismas.

Tiempo de conservacion a 5 °C (Semanas)

0 1 2 3 4 5 6
indice de Madurez 0,7d 0,8d 1,0 ¢ Llc 15b 1,7b 23a
Dureza (N/cm?) 474 a 442 b 44,4 b 442 Db 442 Db 439 b 439b
Indice de Color [L(b-a)/100] 33,8a 31,5b 30,8b 29,4 ¢ 27,1d 255¢ 23,6 f
Rendimiento (%) 18,2b 16,5 ¢ 17,1 ¢ 18,3b 18,6 b 20,4 a 20,9 a
Acidez (% Oleico) 0,18b 0,17b 0,17b 0,23 a 0,24 a 0,26 a 0,24 a
I. Peroxidos (meqO/kg) 6,4 a 5,7a 32b 3,1b 29b 56a 5,7a
Kjs, 1,27b 1,57 a 1,51 a 1,64 a 1,58 a 1,30 b 1,27b
K370 0,15 0,14 0,15 0,14 0,16 0,14 0,15
Analisis Sensorial 7,7 7,5 7,6 7,4 7,5 7,4 7,4
Carotenos (mg/kg) 1444a | 10,82 ¢ 11,28 ¢ 10,97 ¢ | 14,13a | 14,76a | 12,92 ab
Clorofilas (mg/kg) 2426b | 2530b | 27,10b | 33,74a | 32,63a | 3529a | 26,39b
Estabilidad (horas) 174,0 169.,9 170,4 164,6 172,1 166,5 165,7
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Tabla 20.- Evolucion del color, de la dureza, del indice de madurez y del rendimiento graso de aceitunas
‘Verdial” durante su conservacion a 5 °C'y de diferentes parametros de calidad de los aceites extraidos de las

mismas.

Tiempo de conservacion a 5 °C (Semanas)
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Indice de Madurez 0,7d 0,8 cd 0,8 cd 0,9¢d 1,0c 1,0c 1,2 be 1,4b 1,8a
Dureza (N/cm?) 46,4 a 46,6 a 45,8 a 457a | 452ab | 44,9 ab 435b 40,2 ¢ 38,2d
fﬁ?ﬁfz)‘}&g]"l“r 2942 | 287a | 288a |276ab | 272ab | 267b | 246¢c | 225d | 204e
Rendimiento (%) 20,0 ¢ 18,3d 18,5d 21,2b 21,1b 22,4 a 22,2 a 22,1a 222 a
Acidez (% Oleico) 0,28 0,27 0,26 0,30 0,32 0,34 0,32 0,36 0,38
z;nI; flr(‘;j‘li(‘;‘)’s s4c | 56c | 42d | s1c | S4c | s4c | 88a | 68b | 30e
Koz 1,51 1,56 1,61 1,53 1,48 1,47 1,52 1,50 1,61
Ks7 0,15 0,15 0,15 0,16 0,13 0,13 0,15 0,16 0,15
Analisis Sensorial 7,5a 7,4 a 7,4 a 7,5a 73 a 7,4 a 73 a 7,2 ab 7,0b
Carotenos (mg/kg) 22,07a | 1570c | 1621c¢ | 16,19¢ | 1593 ¢ | 18,70b | 17,14b | 17,47b | 18,92b
Clorofilas (mg/kg) | 40,26a | 23,1b | 22,87b | 22,16b | 22,60b | 22,57b | 21,97b | 21,36b | 21,59b
Estabilidad (h) 76,0 75,6 74,8 75,2 74,1 74,4 73,8 73,2 72,6

En cuanto a las clorofilas, su contenido no dejé de subir en las tomas de muestra
realizadas con la variedad ‘Manzanilla’ en las 4 semanas que se mantuvo en frio, coincidiendo
en este periodo con lo mostrado por los aceites obtenidos de ‘Picual’, que mostraron un
crecimiento continuado durante 5 semanas para descender bruscamente en la sexta, mientras
que los de ‘Verdial’ experimentaron en la primera semana una pérdida superior al 40 % de su
contenido inicial, manteniéndose desde este momento hasta el final del periodo de 8 semanas
con valores similares de este parametro. La interpretacion de estos resultados se hace muy
dificil, dada la complejidad de factores, que determinan la presencia de estos pigmentos en el
aceite. Asi, su contenido en el fruto, el reparto de estos pigmentos entre las fases oleosa y
acuosa durante la extraccion fisica, las diferentes actividades enzimaticas, o reacciones
quimicas, que pueden determinar su formacion o destruccion, tanto en el propio fruto como
durante su procesado, etc. Con tantas causas de variabilidad seria claramente dificil e injusto,
establecer un criterio de limitacion de calidad en los aceites virgenes, utilizando como base el

nivel de la presencia de estos pigmentos, independientemente de la variedad de procedencia.
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Finalmente, la estabilidad de los aceites apenas se redujo, como consecuencia de la
conservacion en frio del fruto. En valores relativos disminuy6 en menos de un 10 % para las
tres variedades.

El contenido total en compuestos fenodlicos de los aceites extraidos fue descendiendo
conforme transcurria el periodo de conservacion a 5 °C de los frutos de las tres variedades
estudiadas (Tablas 21, 22 y 23). En los aceites procedentes de ‘Picual’ el descenso del
contenido en derivados secoiridoideos (45,8 %) fue proporcionalmente superior al
experimentado por los ortodifenoles (31,2 %), debido especialmente a la pérdida registrada en
el contenido de compuestos derivados del tirosol (FAAL y FDAL), mientras que en los
aceites procedentes de las variedades ‘Manzanilla’ y ‘Verdial’ la reduccion en las diferentes
familias de compuestos fendlicos fue més homogénea. Resulta complicado establecer
paralelismos entre la evolucion del contenido de estos compuestos y la presencia del atributo
amargo en el aceite. En principio se confirma que la reduccion de los primeros coincidioé con
el descenso de la segunda (Figura 11). El mantenimiento por mayor tiempo de una elevada
presencia del atributo amargo coincidid con una mas lenta reduccion del contenido en
compuestos fendlicos de los aceites. Asi, la variedad ‘Verdial’ necesité un periodo de 8
semanas de almacenamiento, para ver reducido su contenido en estos compuestos de una
manera comparable a lo que sucedio a las 6 semanas en ‘Picual’ y a las 4 en ‘Manzanilla’,
coincidiendo con el grado de amargor exhibido por sus aceites respectivos. Sin embargo, se
hace imposible identificar exactamente qué compuestos individuales son los principales
responsables del amargor, pues la existencia de valores de saturacion del atributo dificulta el
establecimiento de correlaciones fiables. Segun Mateos et al. (2004), concentraciones >0,5
mmol/kg de FAAO en el aceite determinaban una saturacion en la percepcion sensorial del
atributo amargo. En el presente trabajo los aceites extraidos de las tres variedades al final de
la conservacion del fruto exhibieron siempre valores superiores a este limite y, sin embargo,
presentaron sélo una intensidad media de este atributo.

Convendria destacar que las pérdidas de estabilidad registradas para las tres variedades
no coincidieron en proporcion con las perdidas en compuestos fenolicos (Tablas 18, 19 y 20).
Asi, la mayor pérdida porcentual de estabilidad correspondi6 a los aceites extraidos de la
variedad ‘Manzanilla’ con un 6,8 %, seguido por los de ‘Picual’ con un 5,7 % y finalmente
por los de ‘Verdial’ con apenas un 4,5 % de descenso. Sin embargo, la mayor pérdida relativa
de compuestos fenolicos correspondi6 a la variedad ‘Verdial’ con un 50 %, seguido por los de
‘Picual’ con un 45 % y por los aceites de ‘Manzanilla’ con un 32 %. Curiosamente, ademas,

los aceites que de partida exhibieron un mayor contenido en cualquiera de estos compuestos
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(los aceites extraidos de aceitunas ‘Verdial’) fueron los que presentaron sistematicamente una
menor estabilidad. Uceda y Hermoso, (1998) explicaron este fendmeno por la dependencia
que la estabilidad de los aceites presenta con respecto al conjunto de las condiciones
caracteristicas propias de cada variedad, empezando por su particular composicion en acidos
grasos. Obviamente, resultaria erroneo sacar conclusiones estableciendo correlaciones
exclusivamente entre los contenidos fendlicos y las estabilidades de aceites procedentes de

diferentes variedades.

Tabla 21.- Evolucion de la composicion fendlica de aceites extraidos de aceitunas ‘Manzanilla’ conservadas
previamente a 5 °C durante diferentes tiempos.

Tiempo de conservacion a 5 °C (Semanas)
Compuestos fenolicos
(mm(I))l/kg) L L 2 : 4
Hidroxitirosol 0,020 0,049 0,037 0,015 0,035
Tirosol 0,04 0,058 0,04 0,031 0,050
Ac. Vanillico 0,004 0,003 0,003 0,003 0,004
Vanillina 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ac. p-Cumarico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acetato Hidroxitirosol 0,065 a 0,014 b 0,014 b 0,019b 0,021 b
FDAO 0,885 a 0,468 b 0,475b 0,542 b 0,466 b
Acetato Tirosol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FDAL 0,712 a 0,439 b 0,389 b 0,478 b 0,352 b
Pinoresinol 0,012 0,000 0,007 0,013 0,013
Ac. Cinamico 0,003 0,004 0,003 0,002 0,002
Acetoxy-pinoresinol 0,012 0,021 0,015 0,013 0,012
FAAO 0,852 b 1,160 a 1,011 a 0,743 b 0,735b
FAAL 0,569 b 0,703 a 0,587 b 0,487 ¢ 0,438 ¢
Ac. Ferilico 0,005 0,005 0,007 0,003 0,008
Luteolina 0,006 0,007 0,006 0,007 0,009
Apigenina 0,004 0,004 0,004 0,005 0,006
Total Fenoles 3,188 a 2,935b 2,610 ¢ 2,368 d 2,154 ¢
Total Ortodifenoles 1,828 a 1,698 ab 1,546 bc 1,330 d 1,267 d
Total Secoiridoideos 3,019 a 2,770 b 2,466 ¢ 2,247 d 1,992 e

(FDAQ) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica de aglucona del
ligustrésido. (FAAQ) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma aldehidica de la
aglucona del ligustrosido.
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Tabla 22.- Evolucion de la composicion fendlica de aceites extraidos de aceitunas ‘Picual’ conservadas
previamente a 5 °C durante diferentes tiempos.

Tiempo de conservacion a 5 °C (Semanas)

Compuestos fendlicos

(mm(')’l ks) 0 1 2 3 4 5 6
Hidroxitirosol 0,015 0,026 0,016 0,011 0,010 0,017 0,013
Tirosol 0,017 0,016 0,012 0,009 0,010 0,013 0,018
Ac, Vanillico 0,002 0,006 0,006 0,004 0,003 0,007 0,006
Vanillina 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ac, p-Cumarico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acetato Hidroxitirosol | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FDAO 0,266 a 0,273 a 0,264 a 0,256 a 0,228 a 0,259 a 0,135b
Acetato Tirosol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FDAL 0,235 a 0,158 b 0,118 ¢ 0,171 b 0,107 ¢ 0,108 ¢ 0,083 ¢
Pinoresinol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ac, Cinamico 0,005 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003
Acetoxy-pinoresinol | 0,035 a 0,022 b 0,020 b 0,017 b 0,016 b 0,016 b 0,014 b
FAAO 1,601 a 1,534 a 1,696 a 1,267 b 1,342 b 1,273 b 1,139b
FAAL 1,332 a 0,713 b 0,611 c 0,530d 0,516 d 0,516d 0,502 d
Ac, Ferilico 0,003 0,004 0,002 0,002 0,001 0,003 0,003
Luteolina 0,021 0,022 0,026 0,027 0,022 0,019 0,023
Apigenina 0,012 0,012 0,012 0,011 0,011 0,011 0,011
Total Fenoles 3,544 a 2,789 b 2,785 b 2,309 ¢ 2,268 ¢ 2,244 ¢ 1,950 d
Total Ortodifenoles 1,903 a 1,854 a 2,001 a 1,562 b 1,602 b 1,568 b 1,310 ¢
Total Secoiridoideos |3,433 a 2,678 a 2,688 b 2,225 ¢ 2,193 ¢ 2,156 ¢ 1,859 d

(FDAQ) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica de aglucona del
ligustrésido. (FAAO) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma aldehidica de la
aglucona del ligustrosido.
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Tabla 23.- Evolucion de la composicion fendlica de aceites extraidos de aceitunas ‘Verdial’ conservadas
previamente a 5 °C durante diferentes tiempos.

Tiempo de conservacion a 5 °C (Semanas)
Compuestos fendlicos 0 1 2 3 4 5 6 7 8
(mmol/kg)
Hidroxitirosol 0,032 0,036 0,025 0,025 0,032 0,029 0,019 0,011 0,023
Tirosol 0,111a |0,129a |0,128a |0,120a |0,113a [0,062b |0,068b [0,054b |0,051b
Ac. Vanillico 0,009 0,008 |0,006 |0,007 0,008 0,008 0,005 {0,006 0,004
Vanillina 0,000 0,000 {0,000 |0,000 0,000 0,000 0,000 {0,000 0,000
Ac. p-Cumarico 0,003 0,000 {0,000 |0,002 0,001 0,002 0,001 |0,001 0,004
ﬁfﬁit; irosol 0050 0027 [0023 |0.014 |0.017 [0015 0010 [0.011 0,005
FDAO 0,458 bc [0,621a |0,677a |0,530b |0,387¢c [0,553b [0,335¢c [0,264d |0,237d
Acetato Tirosol 0,000 0,000 |0,000 |0,000 0,000 0,000 0,000 {0,000 0,000
FDAL 0,425¢ [0,546b |0,643a |0,527b |0,327d [0,561b [0,288d [{0,300d |0,278d
Pinoresinol 0,000 0,000 {0,000 |0,000 0,000 0,000 0,000 {0,000 0,000
Ac. Cinamico 0,002 0,003 {0,003 |0,005 0,003 0,003 0,004 {0,003 0,003
Acetoxy-pinoresinol | 0,020 0,026 |0,023 |0,031 0,021 0,019 0,027 0,020 0,016
FAAO 1,912a |1,679b | 1,223 ¢ |1,255¢ 1,015d [0,766¢ [0,980d [0,829¢ |0,760 ¢
FAAL 1,957a |1,653b |1,195d | 1,316¢ 1,087¢ |0,826g |1,085e |0,938f |0,848 fg
Ac. Ferilico 0,004 0,004 {0,004 |0,003 0,004 0,004 0,003 |0,004 0,003
Luteolina 0,010 0,011 {0,007 |0,009 0,011 0,007 0,010 {0,008 0,007
Apigenina 0,007 0,007 {0,005 |0,006 0,007 0,004 0,002 {0,006 0,005
Total Fenoles 5001a |4,749b [3,962c [3,851 ¢ 3,034d |2,859e |2,837e |2455f |2244¢g
Total Ortodifenoles |2,462a |2,374a |1,956b |1,834b |1463c¢ [1,370d |1,354d |1,123e |1,032f
Total Secoiridoideos |4,753a |4,499b |3,739 ¢ |3,629 ¢ 2817d [2,705d |2,688d [2,331e |2,123f

(FDAO) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica de aglucona del
ligustrésido. (FAAQ) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma aldehidica de la
aglucona del ligustrosido.
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I1I. 5. 1. 2. Tratamientos de calor mediante transmision por aire

El amargor del aceite de oliva virgen, medido sensorialmente, decrecid linealmente
conforme se aumentaba la temperatura aplicada a frutos de la variedad ‘Manzanilla’ durante
24 horas antes de su procesamiento en una camara termostatizada (Figura 12). El uso de un
tratamiento a 40 °C permitio la obtencion de aceite con un nivel de amargor medio (entorno al
valor de “3” en la escala de “0” a “5”"), mientras que el aceite obtenido de frutos no sometidos
a tratamiento (control) exhibia una intensidad cercana a la extrema de este atributo (“5”). En
consecuencia, estos resultados claramente demuestran cémo la aplicacion de este tipo de
tratamiento poscosecha puede conseguir una disminucion del exceso de amargor del aceite de
oliva virgen hasta un nivel perfectamente aceptable para el consumidor. Esta reduccion de
amargor se vio acompafada por una disminucion también lineal del contenido en el conjunto
de derivados secoiridoideos del hidroxitirosol, apuntando una posible estrecha relacion entre
ambas. Autores como Garcia et al. (2001), Gutiérrez et al. (2003) o Mateos et al. (2004) han

vinculado la presencia del atributo amargo en los aceites de oliva con al menos uno de estos

compuestos.
5
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Figura 12.- Efecto del calentamiento durante 24 horas a diferentes temperaturas de aceitunas ‘Manzanilla’ en
la intensidad del amargor y el contenido en derivados secoiridoideos del hidroxitirosol del aceite
posteriormente extraido. Cada punto es la media de tres replicados.
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El tratamiento térmico a temperaturas <45 °C apenas afectd a los parametros
legalmente establecidos para determinar el grado de calidad de los aceites de oliva (Tabla
24). Sin embargo, el tratamiento a 50 °C determind una disminucion significativa de la
valoracion absoluta de la calidad sensorial de los aceites, aunque ello no determind una
pérdida del nivel comercial del aceite, pues se mantuvo por encima del valor minimo
establecido para la categoria extra (“6,5”). Tres catadores pusieron de manifiesto la aparicién
de un atributo sensorial descrito como ‘“habichuela verde cocida”, ajeno a los que se
encuentran habitualmente en este producto. Por otra parte, también se observé un ligero,
aunque significativo, aumento del indice de peroxidos, cuando se emplearon tratamientos >
40 °C, pero este incremento se encuentra por debajo del limite establecido para que se pierda
la categoria (20 meqO /kg). Ni la acidez, ni las absorbancias en la region ultravioleta se vieron

afectadas como consecuencia del tratamiento aplicado.

Tabla 24.- Pardametros de calidad del aceite de oliva virgen obtenido a partir de aceitunas ‘Manzanilla’ no tratadas
(control) o previamente calentadas a diferentes temperaturas durante 24 horas. Cada punto es el valor medio de tres
replicados. En cada columna los valores seguidos por una misma letra minuscula no son diferentes
significativamente (P < 0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan. La falta de letras mintisculas
indica la ausencia de efecto significativo (P < 0,05) del tratamiento sobre la variable por ANOVA.

Temperaturas Acidez‘ Ky Ky I. Peroxidos | A. Sensm;ial
(°O) (% Oleico) (meqO/kg) 1-9
Control 0,17 1,48 0,12 7,73 b 80a
30 °C 0,20 1,54 0,13 7,65b 80a
40 °C 0,18 1,51 0,13 82la 80a
45 °C 0,18 1,40 0,12 8,25a 7.8a
50 °C 0,11 1,43 0,11 8,40 a 6,8b

ﬂvvln

significa la peor calidad posible y "9" la mejor.

Otros parametros de calidad, no contemplados en la legislacion para evaluar el grado
de calidad comercial de los aceites, fueron, en cambio, sensiblemente afectados por el
calentamiento mediante transmisién por aire (Tabla 25). El contenido en fenoles fue el
parametro mas sensible al tratamiento, observandose una reduccion significativa del mismo
incluso tras el tratamiento mas suave realizado a s6lo 30 °C. Probablemente, la reduccion de
la presencia de estos compuestos de naturaleza antioxidante esté relacionada con la pérdida de
estabilidad, que también tuvo lugar con la aplicacion del tratamiento, si bien este descenso

solo fue significativo tras la aplicacion de temperaturas >45 °C. Es decir, los descensos
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significativos de contenido fenolico hallados tras los tratamientos a 30 y 40 °C no se
tradujeron en disminuciones igualmente significativas de estabilidad ante la oxidacion. Es
posible que a 30 y 40 °C tenga lugar una inactivacion parcial de los enzimas responsables de
la degradacion de la oleuropeina o el ligustrosido, que reduzca la formacion solo de derivados
fendlicos con baja o nula actividad antioxidante, mientras que la aplicacién de temperaturas
superiores puede afectar ademds la formacion de otras moléculas fendlicas con mayor
capacidad de proteger al aceite contra la oxidacion. Por otra parte, el tratamiento térmico
indujo un importante incremento de los pigmentos fotosintéticos en el aceite de oliva. Los
aceites extraidos de frutos tratados a 40 °C presentaron un contenido aproximadamente doble
en carotenos y clorofilas comparados con el obtenido a partir de frutos no tratados. Como
resultado, estos aceites adquirieron un color mds intenso (verde oscuro), que se podia
distinguir a simple vista del obtenido a partir de aceitunas no sometidas al calentamiento
previo a la extraccion, dandose la paradoja de que los aceites mas verdes, tradicionalmente
relacionados con el uso en la extraccion de frutos mas inmaduros y por tanto mas amargos,
fueron en realidad mas dulces, que los menos verdosos del control.

En resumen, el mantenimiento de aceitunas ‘Manzanilla’ durante 24 horas a 40 °C,
facilmente alcanzable en la Cuenca Mediterranea, permiti6é una reduccion del atributo amargo
del aceite, que posteriormente se extrajo de las mismas, hasta un nivel perfectamente

tolerable, sin que ello supusiera un detrimento significativo de su calidad comercial.

Tabla 25.- Estabilidad ante la oxidacion, fenoles totales y contenido en pigmentos del aceite de oliva virgen
obtenido a partir de aceitunas ‘Manzanilla’ no tratadas (control) o previamente calentadas a diferentes
temperaturas durante 24 horas. Cada punto es el valor medio de tres replicados. En cada columna los valores
seguidos por una misma letra minuscula no son diferentes significativamente (p < 0,05) de acuerdo con el test de
multiple rango de Duncan.

Temperaturas ( °C) Estabilidad Fenoles totales Carotenos Clorofilas
(horas) (mmol/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Control 69,35 a 1,89 a 26,50 ¢ 38,60 b
30°C 70,75 a 1,70 b 26,80 ¢ 37,50 b
40 °C 67,15a 1,48 ¢ 55,05b 53,36a
45 °C 57,00 b 1,31d 61,66 a 56,54 a
50 °C 55,00b 1,23 e 62,60 a 58,19 a
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En un segundo ensayo, utilizando aceitunas de la variedad ‘Verdial’, se busco el
tiempo idoneo de ensayo, manteniendo los 40 °C como temperatura de tratamiento, dado que
en el experimento anteriormente citado fue la que obtuvo mejores resultados. El aumento del
tiempo de tratamiento determind, al igual que lo hiciera la temperatura en el anterior ensayo,
un descenso lineal tanto de la intensidad del amargor, como de los derivados secoiridoideos

del hidroxitirosol en los aceites extraidos después del calentamiento (Figura 13).
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Figura 13.- Efecto del calentamiento a 40 °C durante diferentes tiempos de aceitunas ‘Verdial’ en la intensidad
del amargor y el contenido en derivados secoiridoideos del hidroxitirosol del aceite posteriormente extraido.
Cada punto representa el valor medio de tres replicados.

Todos los aceites obtenidos a partir de estas aceitunas ‘Verdiales’, calentadas durante
diferentes tiempos a 40 °C, mantuvieron el nivel de calidad establecido para la categoria
virgen extra (Tabla 26). Solo el tratamiento a 40 °C durante 72 horas registr6 un aumento
significativo de su indice de peroxidos, sin llegar a alcanzar el limite estipulado.

El contenido en fenoles totales fue claramente afectado, decreciendo significa-
tivamente conforme aumentaba el tiempo de tratamiento a 40 °C (Tabla 27). La estabilidad
oxidativa no cambid en el aceite extraido tras las primeras 24 horas de tratamiento; sin

embargo, se redujo significativamente en los obtenidos tras 48 y 72 horas. El descenso
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maximo en este parametro supuso una pérdida aproximada de la tercera parte del valor
alcanzado inicialmente. No obstante, en valores absolutos, la estabilidad minima presentada
(29,6 horas) es comparable con la que habitualmente presentan los aceites procedentes de la
variedad ‘Arbequina’, sin que se les haya aplicado ningun tipo de tratamiento térmico y no

por ello dejan de ser consideradas como de calidad excelente (Garcia et al., 1996¢).

Tabla 26.- Parametros de calidad del aceite de oliva virgen obtenido a partir de aceitunas ‘Verdial’ mantenidas a
40 °C durante diferentes tiempos inmediatamente antes de su procesamiento. Cada punto es el valor medio de tres
replicados. En cada columna los valores seguidos por una misma letra minuscula no son diferentes
significativamente (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan. La falta de letras minusculas
indica la ausencia de efecto significativo (p < 0,05) del tratamiento sobre la variable por ANOVA.

Tiempo Acidez (% K K I. Peroxidos | Analisis

(horas) Oleico) 232 270 (meqO/kg) Sensorial
0 0,19 1,56 0,15 2,78 b 8,3
24 0,20 1,54 0,14 2,53 b 8,0
48 0,23 1,50 0,13 2,90 b 7,7
72 0,22 1,40 0,14 4,35a 7,8

Tabla 27.- Estabilidad ante la oxidacion, fenoles totales y contenido en pigmentos del aceite de oliva virgen
obtenido a partir de aceitunas ‘Verdial’ calentadas a temperaturas de 40 °C durante diferentes tiempos
inmediatamente antes de su procesamiento. Cada punto es el valor medio de tres replicados. En cada columna los
valores seguidos por una misma letra minuscula no son diferentes significativamente (p < 0,05) de acuerdo con el

test de multiple rango de Duncan.

Tiempo Estabilidad Fenoles totales Carotenos Clorofilas

(horas) (horas) (mmol/kg) (mg/kg) (mg/kg)
0 46,3 a 2,14a 55,96 ¢ 55,36¢
24 46,5 a 1,60 b 66,83 a 67,38 a
48 34,6 b 1,22 ¢ 64,52b 60,36 b
72 29,6 ¢ 0,75d 55,63 ¢ 50,34 d

El contenido en pigmentos registré un aumento significativo inicial tras las primeras
24 horas de tratamiento, tanto en carotenos como en clorofilas, para posteriormente irse
reduciendo, sucesivamente, a las 48 y 72 horas, cuando presentaron valores similares
(carotenos) o incluso significativamente inferiores que los iniciales (clorofilas). El tratamiento
térmico podria inducir una mejor extraccion de los pigmentos, afectando a la estructura del

cloroplasto, y/o provocando una inhibicion de los enzimas responsables de la degradacion de
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estos compuestos durante el proceso de extraccion. Los resultados obtenidos apoyan la
primera de las hipdtesis propuestas, ya que si el aumento de pigmentos se debiera sélo a la
inhibicion de una actividad enzimatica, ésta seria tanto mayor o, como minimo, igual
conforme aumentara el tiempo de tratamiento, pero no tiene sentido que una inhibicién
inducida térmicamente disminuya con el tiempo. En cambio, aunque la rotura de los
cloroplastos también aumentaria con el tiempo, el mantenimiento prolongado del tratamiento
también podria inducir la rotura de los pigmentos en el interior del fruto y la consecuente

reduccidn de su concentracion tras la extraccion fisica.

I1I. 5. 1. 3. Tratamientos con atmosfera modificada

La modificacion atmosférica, producida por la respiracion de las aceitunas
almacenadas en el contenedor cerrado herméticamente, se puso de manifiesto por las
concentraciones halladas al final del periodo de conservacion de 72 horas (Tabla 28). La
concentracion de CO, aument6 considerablemente con el ensayo en atmoésfera modificada,
tanto a 20 como a 40 °C. Esta concentracion se vio fuertemente incrementada por la adicion
inicial de 30 ppm de etileno, en las dos temperaturas empleadas. Dado que la concentracion
de O a 20 °C fue practicamente la misma que a 40 °C en el envase cerrado, cabe concluir que
la presencia de este gas indujo otras actividades enzimaticas liberadoras de CO; ajenas a la
respiracion, pues el aumento del CO, formado no supuso una mayor disminucién de la
concentracion final de O,. Tanto a 20 como a 40 °C, se detectd produccion de etileno por el
fruto almacenado, minimo (0,1 ppm) en el contenedor abierto y apreciable en los cerrados
(2,7 y 2,0 ppm, respectivamente), en donde se formd la atmosfera modificada. En los
recipientes a los que se anadieron 30 ppm de etileno se mantuvo aproximadamente esta
misma concentracion a 20 °C y se redujo aproximadamente a la mitad al aumentar la
temperatura de tratamiento a 40 °C. Esta reduccion claramente significativa demuestra que el
fruto a esta temperatura metaboliza mas eficientemente el etileno. En cualquier caso, como ya
se ha dicho, la presencia de etileno en atmosfera modificada pasiva indujo tanto a 20 como a
40 °C una mayor produccion de CO, con un menor consumo de oxigeno. Por tanto, seria de
suponer que de alguna forma el fruto tuvo que captar la fitohormona antes de responder,
acelerando la producciéon de CO,. En consecuencia, bajo esta perspectiva, los resultados
apoyarian la hipotesis de que a 20 °C el fruto responderia a la adicion de etileno externo con
la propia sintesis de este gas, de manera que se compensaria el gas consumido con el

producido, mientras que a 40 °C el etileno afiadido se consumiria igualmente, pero luego su
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sintesis no se produciria o, al menos, seria mas reducida, de manera que el balance total entre
el etileno formado y el consumido se inclinaria hacia este Ultimo en la atmosfera de
conservacion. Sin embargo, en ausencia de etileno externo la sintesis de este gas fue solo
ligeramente inferior a 40 °C. Ello podria ser debido a que la concentracion alcanzada de
etileno espontaneamente no fuera suficiente para que se desarrollaran en los frutos las mismas
actividades metabdlicas que se produjeron con la adicion de etileno externo. En resumen, se
ha detectado formacion de etileno por la aceituna en atmoésfera modificada y se intuye que
bajo esta atmosfera la presencia de 30 ppm de este gas ha acelerado actividades
descarboxilasas y, probablemente, ha estimulado la sintesis de etileno en la aceituna. En los
frutos climatéricos la maduracién se puede estimular sometiendo al fruto a la accion de una
concentracion umbral de etileno externo, que sera tanto mas baja en cuanto éste se halle con
un grado de maduracién mas cercano al punto climatérico. Como es sabido, cuando el fruto
alcanza el punto climatérico se dispara la respiracion, la sintesis auto-catalizada de etileno y
todo el metabolismo asociado al proceso madurativo. Los frutos no climatéricos, en cambio,
responden a la exposicion al etileno externo de una manera proporcional a la concentracion
recibida, sin que exista un valor umbral a partir del cual se desarrollen al mismo tiempo todos
los procesos que conlleva la maduracion del fruto: cambio de color con pérdida de clorofilas,
ablandamiento, movilizacion de compuestos de reserva, eliminacion de polifenoles, etc. Estos
frutos solo responden parcialmente a la accidon de este gas y no presentan un pico climatérico.
Por ejemplo, los citricos reaccionan ante el etileno variando su color, sustituyendo los
pigmentos clorofilicos de su epidermis por carotenos, pero se ablandan muy poco y no
aumenta su contenido en so6lidos solubles, madurando sélo parcialmente. La consideracion de
la aceituna como fruto climatérico o no es un hecho controvertido. Los primeros estudios
realizados sobre este fruto resolvieron su inclusion entre los no climatéricos (Maxie et al.,
1960). Sin embargo, posteriormente se encontrd que este fruto presentaba dos facetas segun
estuviera cosechado o no. En el arbol la aceituna parece mostrar un pico de respiracion
climatérica, que puede ser inducido por etileno y que acelera todos los procesos responsables
de la maduracion del fruto. Por el contrario, los frutos cosechados en el mismo momento de la
aplicacién en el arbol y tratados igualmente no experimentaron este fendémeno (Rugini et al.,
1982). Posteriormente, Fernandez-Bolafios et al. (1997) observaron que el etileno no era
capaz de estimular la actividad o la sintesis de enzimas en aceitunas verdes cosechadas, pero
que si podia desarrollar este efecto en las que ya habian adquirido la pigmentacion negra en su
epidermis. En la misma linea, Ranalli et al. (1998) encontraron un pico respiratorio

climatérico en aceitunas cosechadas de las variedades ‘Frantoio’ y ‘Leccino’ con IM de ‘3,5’
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y ‘4,5, respectivamente, y proponen este momento como el idoneo para su procesamiento
para obtener aceites con las mejores caracteristicas de calidad. Sin embargo, Nanos et al.
(2002) encontraron que las aceitunas de la variedad griega de mesa ‘Conservolea’, cosechadas
tanto en la etapa verde como negra, no presentaban el pico respiratorio climatérico, ni la
sintesis autocatalizada de etileno propio de los frutos de este tipo. Nuestros resultados, en
principio, apoyan, pero no demuestran, la hipdtesis del caracter climatérico de este fruto, ya
que la sintesis de etileno como respuesta a la aplicacion de etileno externo es un claro sintoma
de crisis climatérica, asi como el estimulo inducido por etileno de actividades enzimaticas que
intervienen en el progreso de la maduracion del fruto, si bien esto ultimo puede también ser

experimentado por frutos no climatéricos.

Tabla 28.- Concentraciones finales de CO,, O, y C,H, de las atmosferas de conservacion usadas con aceituna
‘Lechin’ mantenidas a diferentes temperaturas durante 72 horas y efecto de los distintos tratamientos sobre su
color y dureza. Cada valor corresponde a la media de 100 determinaciones. En una misma columna los valores
seguidos al menos por una misma letra minuscula no son significativamente diferentes (P< 0,05) de acuerdo
con el test de multiple rango de Duncan.

Temperatura Atméstera Eoz ?2 C,H, |indice de Color Dureza
(%) (%) (ppm) (L(b-a)/100) (N/em”)
Inicial 0,0c 21,0a 0,0d 29,96 a 4775 a
Aire 0,1c 21,0a 0,1d 29,87 a 47,68 a
20°C At. Mod. 18,8 b 48b 27¢ 30,50 a 47,62 a
At. Mod.+Etileno* 31,7a 44b 323a 27,56 b 47,32 a
Aire 0,1 ¢ 21,0a 0,1d 29,54 a 40,64 b
40 °C At. Mod. 20,2 b 24c¢ 2,0 ¢ 29,61 a 41,52 b
At. Mod.+Etileno* 29,8 a 59b 12,9b 730 ¢ 39,45 b
* 30 ppm

Por otra parte, la adicién de etileno a la atmosfera modificada acelerd la pérdida del
color verde superficial del fruto, sobre todo cuando éste se mantuvo a mayor temperatura,
comportandose de manera analoga a como actia en el desverdizado de citricos. En cambio no
pareci6 ejercer ningun efecto sobre su textura, mostrando en este sentido un comportamiento
propio de fruto no climatérico. El uso de 40 °C durante 72 horas indujo en la variedad
‘Lechin’ una notable pérdida de textura, sin que se observara ningin efecto adicional
atribuido al uso de atmoésfera modificada en este parametro de calidad del fruto.

El uso de una atmosfera modificada pasiva, manteniendo al fruto en un recipiente

cerrado herméticamente, en donde el CO, producido por la respiracion de las aceitunas no
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podia escapar al exterior y el O, consumido en el mismo proceso no podia ser reemplazado
por el presente en el aire exterior, no indujo a 20 °C una pérdida significativa del contenido en
derivados de hidroxitirosol, ni redujo la intensidad del atributo amargo en el aceite (Figura
14). Sin embargo, el uso adicional de etileno en la atmésfera modificada empleada para la
conservacion de estos frutos provoco un descenso significativo tanto de este atributo como de
la presencia de los citados derivados fendlicos. Asi, el aceite extraido de frutos tratados con
etileno en atmodsfera modificada a temperatura ambiente (20 °C) apenas presentd un nivel
medio de amargor (valoracion en torno a ‘3’), mientras que los procedentes de aceitunas
conservadas el mismo tiempo, tanto en aire como en atmdsfera modificada, exhibieron
aproximadamente el mismo nivel de amargor que la muestra inicial (> ‘4’, “intensidad
fuerte™), sin que se registrara diferencia significativa alguna entre éstos. En consecuencia, el
aumento de CO; y la disminucién de O; en la atmdsfera de almacenamiento de la aceituna
tuvieron una escasa influencia para el control del amargor en el aceite posteriormente
extraido, en cambio el empleo de etileno en estas condiciones permitio la obtencion de un
nivel aceptable para el consumidor de este atributo. La elevacion de la temperatura de
almacenamiento hasta 40 °C indujo una elevada disminucion del nivel de amargor de los
aceites posteriormente extraidos, independientemente de la atmdsfera que se empleara en este
periodo, por lo que se mostré como el tratamiento mas eficaz al respecto, sin que se requiriera

el concurso de sistemas mas costosos.
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Figura 14.- Contenido en derivados de hidroxitirosol y valoracion sensorial del amargor de aceites
extraidos de aceitunas ‘Lechin’ previamente tratadas a diferentes temperaturas durante 72 horas bajo diferentes
atmosferas de conservacion. Las columnas de una misma variable con diferente letra miniscula presentan
valores significativamente diferentes (p < 0,05) segun el test de multiple rango de Duncan. Cada columna
representa el valor medio de tres muestras diferentes.
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En cuanto a los parametros que miden la calidad del aceite obtenido, de nuevo ni la
acidez ni la absorbancia en la region de ultravioleta sufrieron una alteracion apreciable debida
a los tratamientos ensayados (Tabla 29). La adicion de etileno a la atmdsfera modificada
indujo un aumento significativo del indice de perdxidos en los aceites, tanto si el fruto fue
conservado a 20 como a 40 °C. Por otra parte, como ya se observara en anteriores ensayos con
otras variedades de aceituna, el uso del tratamiento a 40 °C también provocé un aumento
significativo de este parametro. De cualquier forma, ninguno de los aceites exhibi6 un
contenido en peroxidos cercano al limite establecido para la categoria “extra”. La utilizacion
de atmosfera modificada en la conservacion del fruto provoco el desarrollo en el aceite de un
olor y sabor no habitual, que se acentu6 con el incremento de la temperatura y la adicion de
etileno. Ello determiné un descenso significativo en su valoracion sensorial global.
Previamente, Gutiérrez et al. (1992) habian apreciado un fuerte deterioro de este parametro en
los aceites procedentes de aceitunas que habian sido almacenadas durante un mes a 5 °C en
una atmosfera con 3 % de CO; y/o 5 % de O,, motivado por la aparicion en los mismos de
estos atributos sensoriales andmalos. Probablemente el desarrollo de estos atributos
indeseables este relacionado con procesos fermentativos inducidos por la falta de O, y/o el

exceso de CO, y cuya actividad se veria catalizada por la presencia de etileno externo.

Tabla 29.- Efecto de la atmosfera de conservacion de la aceituna ‘Lechin’ tratada a diferentes temperaturas (20
v 40 °C) durante 72 horas sobre los parametros fisico-quimicos y sensoriales de los aceites obtenidos de estos
frutos. Cada valor corresponde a la media de 3 determinaciones. En una misma columna los valores seguidos al
menos por una misma letra minuscula no son significativamente diferentes (P< 0,05) de acuerdo con el test de
multiple rango de Duncan.

Tratamientos Acidez Kjs K37 I. Peroxidos Analisis
(% Oleico) (meqO/kg) | Sensorial
Inicial 0,21 1,63 0,12 555¢ 8,0a
20°C
Aire 0,20 1,72 0,14 5,73 ¢ 7.8a
At. Mod. 0,20 1,68 0,13 545¢ 6,5b
At. Mod.+Etileno (30 ppm) 0,23 1,64 0,12 6,24 b 6,0 c
40 °C
Aire 0,22 1,64 0,10 6,221 7,8 a
At. Mod. 0,21 1,63 0,11 6,10b 58¢c
At. Mod.+Etileno (30 ppm) 0,25 1,60 0,12 8,15a 52d
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El uso de atmosfera modificada indujo una reduccion en la incorporacion de
pigmentos clorofilicos en el aceite. Sin embargo, la adicién de etileno, conjuntamente con el
tratamiento térmico y la atmosfera modificada, la hizo aumentar enormemente (Tabla 30).
Este resultado es aun mas sorprendente si se tiene en cuenta que precisamente las aceitunas de
las que se obtuvo este aceite fueron las que mas claramente perdieron la coloracion inicial
verde de la superficie de su epidermis. Probablemente a 40 °C la presencia de etileno indujo
una perdida de consistencia en la estructura cloroplastica, facilitando la liberacion de estos
pigmentos durante el proceso de extraccion de aceite, mientras que la atmosfera modificada
pasiva a 20 o 40 °C provocaria un efecto inverso.

A 20 °C la atmosfera modificada pasiva indujo una reduccidon significativa de la
estabilidad de los aceites obtenidos. Este efecto se intensific con la adicion de etileno. Sin
embargo, el aumento de la temperatura de conservacion a 40 °C fue responsable del mayor
deterioro de este parametro, independientemente de la atmoésfera utilizada. Este descenso de
estabilidad coincidi6 con la reduccion de amargor y de contenido en derivados de

hidroxitirosol observada en los mismos aceites.

Tabla 30.- Efecto de la atmosfera de conservacion de la aceituna ‘Lechin’ tratada a diferentes temperaturas (20
v 40 °C) durante 72 horas sobre el contenido en pigmentos y la estabilidad ante la oxidacion de los aceites
obtenidos de estos frutos. Cada valor corresponde a la media de 3 determinaciones. En una misma columna los
valores seguidos al menos por una misma letra minuscula no son significativamente diferentes (P< 0,05) de
acuerdo con el test de multiple rango de Duncan

Tratamientos Carotenos Clorofilas Estabilidad
(mg/kg) (mg/kg) (horas)

Inicial 35,04 b 41,92 b 54,6 a
20 °C

Aire 34,96 b 42,66 b 54,4 a

At. Mod. 18,56 d 18,48 d 46,5 b

At. Mod.+Etileno (30 ppm) 26,25 ¢ 26,69 ¢ 39,9 ¢
40 °C

Aire 24,88 c 19,88 d 24,8d

At. Mod. 16,55d 15,89d 25,7d

At. Mod.+Etileno (30 ppm) 117,88 a 244,52 a 26,3d

En resumen, los tratamientos térmicos de al menos 24 horas, a temperaturas de 40 °C,
bajo atmdsfera de aire han permitido, a escala de laboratorio, una reduccion significativa del
amargor, sin que suponga para éstos una pérdida de su categoria comercial “extra”.

Probablemente, el mantenimiento de la aceituna a estas moderadamente altas temperaturas
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dificulta o ralentiza el desarrollo de la actividad o actividades enzimaticas responsables de la
entrada de los compuestos causantes del amargor en el aceite de oliva. La utilizacion de
atmosferas diferentes al aire presenta el problema del desarrollo de atributos sensoriales
extrafnos, no aportando ninguna ventaja afadida a la utilizacion de aire. El uso de etileno, en
cambio, merece un estudio mas amplio. Seria interesante comprobar qué ocurre en los aceites
si en los tratamientos sobre el fruto se mantiene su presencia sin modificar la atmosfera de
aire, mediante un continuo o programado suministro de este gas, en combinacion con el
empleo de diferentes temperaturas, tal y como tiene lugar en la desverdizacion de citricos.

En general, los tratamientos en cdmara de transmision de calor por aire son dificiles de
adaptar a las lineas actuales de extraccion en la industria olivarera. Requieren la construccion
de camaras termostatizadas para la realizacion de los tratamientos, asi como el uso de cajas
para contener las aceitunas durante el transcurso del mismo. Por otra parte, mientras se
realiza el tratamiento, la demora durante 24 a 72 horas de la molienda del fruto supone afadir
una interrupcidn en el sistema de procesado continuo de la aceituna. De cualquier forma, la
paletizaciéon del fruto mediante el uso de cajas perforadas transportadas en carretillas
elevadoras, sistema habitualmente empleado en otros frutos como naranjas, manzanas, peras,
etc., permitiria un manejo mas facil y organizado del fruto, pudiendo clasificarlo por origen,
variedad, calidad, sistema utilizado para su cosecha, etc. antes de su procesamiento. Este
sistema facilitaria conocer la trazabilidad del aceite, desde la botella que se vende en el

comercio hasta la parcela del arbol en donde nacieron las aceitunas de donde se extrajo.

I1L. 5. 2. Tratamientos térmicos por inmersion

I1I. 5. 2. 1. Ensayos preliminares

Una vez que parece claro que los tratamientos térmicos aplicados al fruto son capaces
de inducir una reduccion de la intensidad de amargor en el aceite, el siguiente paso es decidir
de qué manera seria mas conveniente realizar esta transferencia de calor. El agua es mucho
mejor agente transmisor que el aire, por lo que puede acelerar sustancialmente los procesos en
los que se requiere una comunicacion de calor. En citricos, los tratamientos de “curado” para
la prevencion de los procesos de podredumbre superficial, que requieren una exposicion del
fruto durante tres dias a 37 °C en camara, pueden ser reemplazados por inmersiones en un
bafio de agua mantenida a 50 °C durante tres minutos (Tuset et al., 1996). El tratamiento
térmico por inmersion del fruto podria realizarse al mismo tiempo que transcurre su lavado

dentro de la linea de su procesamiento en almazara, simplemente calentando el agua que se

125



utiliza al efecto, o bien utilizando maquinas pasteurizadoras de aceituna de mesa, que
permiten el tratamiento en continuo del fruto. Este sistema presenta la ventaja de no requerir
la utilizaciéon de una camara para los tratamientos, ni el envasado del fruto en cajas para su
realizacion a escala industrial.

En un primer ensayo se estudi6 el efecto de la inmersion en agua a 45 °C durante
diferentes tiempos de la aceituna ‘Pico Limon’ (IM < “2,0”) sobre el color, la dureza del fruto
y la calidad de los aceites posteriormente extraidos (Tabla 31 y 32). Se ha seleccionado esta
temperatura, porque siendo utilizada en cdmara durante 24 horas reportd una considerable
reduccion de amargor, sin repercutir apreciablemente en la calidad del aceite. En cuanto a las
caracteristicas presentadas por el fruto, sélo se observo una significativa pérdida de su dureza
tras dos horas de inmersion en agua a 45 °C y estd representd menos de un 10 % del valor
inicial. El color de su epidermis no se vio alterado. Después de 30 minutos de tratamiento ya
se obtuvo un aceite con una intensidad de amargor significativamente inferior. La reduccion
de contenido en derivados de hidroxitirosol siguidé un perfil muy semejante a la pérdida de

amargor (Tabla 31).

Tabla 31.- Efecto del tiempo de inmersion en agua a 45 °C durante diferentes tiempos sobre el color de la
epidermis y la dureza de la aceituna ‘Pico Limon’, asi como sobre la intensidad del amargor y el contenido en
derivados de hidroxitirosol del aceite extraido posteriormente de estos frutos. * Cada valor corresponde a la
media de 100 determinaciones. * Cada valor corresponde a la media de 3 determinaciones. En una misma
columna los valores seguidos al menos por una misma letra miniiscula no son significativamente diferentes (p<
0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan. La ausencia de letras minusculas en una columna
indica la no existencia de efecto significativo (ANOVA, p< 0,05) debido al tratamiento.

Tiempo indice de Color| Dureza* |Intensidad Amargor ‘| Derivados hidroxitirosol ¥
(minutos) (L(b-a2)/100) (N/em?) (0 min — 5 max) (mmol/kg)
0 27,82 4328 a 38a 1,15a
30 27,96 43,12 a 34b 1,05 ab
60 27,75 42,61 ab 3,0c 0,95 abc
90 28,02 41,85 ab 3,0c 0,88 be
120 27,69 40,18 b 28¢ 0,80 ¢

A diferencia de lo que se observara en los tratamientos térmicos realizados en cdmara,
no se vio que la inmersidon provocara un aumento significativo del contenido en peroxidos
(Tabla 32). El resto de los parametros establecidos por la legislacion para evaluar el grado de
calidad de los aceites tampoco se vieron afectados por la inmersion del fruto a 45 °C,
independientemente del tiempo empleado.

La pérdida de estabilidad aument6 con el tiempo de inmersion, pero en escasa cuantia

en valores relativos (Tabla 33). Como en los calentamientos en cdmara durante 24 horas, se

126



registr6 un aumento de la presencia de clorofilas y carotenos en el aceite en todas las

aceitunas tratadas, pero este aumento no fue proporcional al tiempo de inmersion.

Tabla 32.- Pardmetros fisico-quimicos y sensoriales de calidad del aceite extraido de la aceituna ‘Pico Limon’
previamente sumergida en agua a 45 °C durante diferentes tiempos. Cada valor corresponde a la media de 3
determinaciones. La ausencia de letras minusculas en una columna indica la no existencia de efecto
significativo (ANOVA, p< 0,05) debido al tratamiento.

Tiempo Acidez Kjs; K37 I. Peroxidos Analisis
(minutos) (% Oleico) (meqO/kg) Sensorial
0 0,11 1,36 0,11 3,16 8,2
30 0,12 1,36 0,12 2,76 7,8
60 0,13 1,41 0,10 3,07 8,0
90 0,10 1,45 0,13 2,76 7,9
120 0,12 1,39 0,11 3,39 8,0

Tabla 33.- Contenido en pigmentos y estabilidad ante la oxidacion del aceite extraido de la aceituna ‘Pico
Limon’ sumergida en agua a 45 °C durante diferentes tiempos. Cada valor corresponde a la media de 3
determinaciones. En una misma columna los valores seguidos al menos por una misma letra minuscula no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan.

Tiempo Carotenos Clorofilas Estabilidad
(minutos) (mg/kg) (mg/kg) (horas)
0 43,57 b 32,06 b 103,6 a
30 61,23 a 55,82 a 106,4 a
60 59,63 a 53,72 a 97,0b
920 59,51 a 52,63 a 93,0c
120 62,55a 56,24 a 914c

La inmersion del fruto a 45 °C afectd muy poco a la calidad del aceite, pero apenas
consigui6 reducir la intensidad de amargor presente en el mismo. Por ello se realiz6 un
segundo ensayo, empleando 50 °C y la variedad ‘Picual’ (IM < “2,0’). El fruto de partida
ofrecid un aceite de amargor entre ligero y medio (valor ‘2,4’ en el andlisis sensorial), no
obstante la reduccion del amargor inducida por este tratamiento fue evidente, hasta conseguir
practicamente su eliminacion tras 2 horas de tratamiento. El contenido en derivados de
hidroxitirosol disminuy6 en la misma medida a lo largo del tiempo de inmersion. De forma

que tras el citado periodo de tratamiento a 50 °C llegaron a desaparecer 5 de cada 6 moléculas
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de derivados de hidroxitirosol de las que estaban presentes en el aceite procedente de las
aceitunas no tratadas (Tabla 34).

Los parametros de calidad analizados en los aceites no se vieron afectados por la
aplicacion del tratamiento térmico al fruto (Tabla 35). El analisis de la varianza de los
resultados obtenidos en acidez, perdxidos, absorbancia ultravioleta y la valoracion sensorial
global no detectd que la inmersion a 50 °C ejerciera efecto significativo alguno sobre éstos,
repitiéndose asi lo observado en el ensayo con ‘Pico Limén’ a 45 °C.

A diferencia de lo observado en el tratamiento a 45 °C en donde el incremento de
pigmentos fue uniforme, en los aceites obtenidos de las aceitunas sumergidas a 50 °C se
produjo un aumento de su contenido en clorofilas y carotenos, que crecid6 conforme fue
progresando el tiempo de tratamiento (Tabla 36). Asi mismo, la pérdida de estabilidad fue
mucho més considerable, llegandose a perder mas de la mitad de la estabilidad inicial a las 2
horas de tratamiento. Probablemente esta pérdida de estabilidad se deba a la notable reduccion

de derivados de hidroxitirosol, que indujo el tratamiento aplicado durante ese tiempo.

Tabla 34.- Efecto del tiempo de inmersion en agua a 50 °C durante diferentes tiempos sobre el color de la
epidermis y la dureza de la aceituna ‘Picual’, asi como sobre la intensidad del amargor y el contenido en
derivados de hidroxitirosol del aceite extraido posteriormente de estos frutos. * Cada valor corresponde a la
media de 100 determinaciones. * Cada valor corresponde a la media de 3 determinaciones. En una misma
columna los valores seguidos al menos por una misma letra miniiscula no son significativamente diferentes (p<
0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan. La ausencia de letras minusculas en una columna
indica la no existencia de efecto significativo (ANOVA, p< 0,05) debido al tratamiento.

Tiempo indice de Color *| Dureza® |Intensidad Amargor " | Derivados hidroxitirosol ¥
(minutos) (L(b-2)/100) (N/em?) (0 min — 5 max) (mmol/kg)
0 28,73 45,17 a 24 a 0,60 a
30 27,90 45,53 a 2,0a 0,52 ab
60 28,53 45,28 a 1,2b 0,42 b
90 28,32 41,37b 0,7¢ 0,20 c
120 29,28 42,29b 0,5¢ 0,10c

En resumen, estos experimentos preliminares han puesto de manifiesto cémo el
tratamiento en inmersion en agua caliente permite reducir el amargor obtenido posteriormente
en el aceite, de una manera mucho mas rapida que los tratamientos de transmision de calor

por aire, siendo perfectamente adaptables a los sistemas en linea actualmente utilizados para
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el procesado de aceitunas de molino. La unica desventaja, con respeto a la calidad del aceite
que va unida a la reduccion de la presencia del atributo amargo en los aceites, es la reduccion
de su estabilidad ante la oxidacion. Sin embargo, incluso en los casos en que las condiciones
de tratamiento empleadas determinaron un maximo de esta reduccion, el valor de estabilidad
remanente fue aun considerable, equivalente al habitual de otros aceites de oliva virgen
procedentes de otras variedades no sometidas previamente a ningun tipo de tratamiento. De
cualquier forma, la estabilidad ante la oxidacion no esta incluida entre los parametros que se

utilizan legalmente para evaluar el nivel de calidad de los aceites virgenes de oliva.

Tabla 35.- Pardmetros fisico-quimicos y sensoriales de calidad del aceite extraido de la aceituna ‘Picual’
previamente sumergida en agua a 50 °C durante diferentes tiempos. Cada valor corresponde a la media de 3
determinaciones. La ausencia de letras minusculas en una columna indica la no existencia de efecto
significativo (ANOVA, p< 0,05) debido al tratamiento.

Tiempo Acidez Ks; Ks7 I. Peroxidos Analisis

(Minutos) (% Oleico) (meqO/kg) Sensorial
0 0,13 1,32 0,10 3,77 8,0
30 0,13 1,29 0,10 3,99 7,8
60 0,13 1,28 0,10 3,83 7,7
90 0,12 1,36 0,08 3,91 7,7
120 0,14 1,33 0,08 3,70 7,6

Tabla 36.- Contenido en pigmentos y estabilidad ante la oxidacion del aceite extraido de la aceituna ‘Picual’
sumergida en agua a 50 °C durante diferentes tiempos. Cada valor corresponde a la media de 3
determinaciones. En una misma columna los valores seguidos al menos por una misma letra minuscula no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple rango de Duncan.

Tiempo Carotenos Clorofilas Estabilidad
(minutos) (mg/kg) (mg/kg) (horas)
0 30,86 d 20,89 e 649 a
30 55,71 ¢ 53,93d 58,1b
60 58,69 ¢ 63,09 c 58,0b
90 68,50 b 75,64 b 429 ¢
120 96,09 a 131,67 a 31,2d
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I1I. 5. 2. 2. Condiciones idoneas de tratamiento de la aceituna ‘Picual’

Una vez que se ha comprobado la efectividad del tratamiento térmico por inmersion
del fruto sobre la reduccion del amargor en al aceite posteriormente extraido, el siguiente paso
consistio en la busqueda de las condiciones idoneas de este tratamiento. Esto es, la
temperatura y el tiempo de inmersion que consigan de la manera mas eficaz una reduccion de
la intensidad del atributo amargo hasta un nivel comercialmente aceptable con un minimo
deterioro de la calidad original del aceite. Para ello, se emple6 la aceituna ‘Picual’, que,
siendo la variedad mas cultivada en Espafia, es una de la que mas se significa por la dificultad
de su comercializacion debido a presentar en exceso atributos, como el amargo, el astringente
o el picante. Para realizar este cometido, frutos de esta variedad con un IM de ‘1,0, que
ofrecian un aceite con una presencia del atributo de amargo evaluada sensorialmente con una
intensidad superior a “fuerte” (‘4,2”), fueron sometidos a un amplio abanico de temperaturas y

tiempos de tratamientos (Figura 15).
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Figura 15.- Evolucion de la intensidad del amargor de aceites extraidos de aceitunas ‘Picual’ previamente
sumergidas en agua a diferentes temperaturas y durante distintos tiempos.

El factor més determinante en el control de la intensidad de amargor fue el aumento de

la temperatura. La reduccion hasta un nivel medio de amargor (‘3,0’) no se pudo alcanzar
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empleando una temperatura de 45 °C; requirié 30 minutos a 50 °C; 10 minutos a 55 °C y
apenas 5 minutos a 60 °C. Desde el punto de vista industrial interesaria que el tratamiento
transcurriera en el tiempo mas corto posible, pero a la temperatura también mas baja, pues el
mantenimiento de ésta serd, tanto mas costoso en cuanto sea mas elevada y conllevara un
mayor riesgo de deterioro de la calidad del aceite. Este ensayo deja claro que el empleo de
temperaturas inferiores a 50 °C requiere un tiempo de tratamiento demasiado prolongado,
industrialmente hablando, para conseguir una reduccion efectiva del amargor. Por otra parte,
el uso de temperaturas >80 °C podria ser causante del desarrollo de flavores ajenos a los
habitualmente encontrados en el aceite de oliva. Ademas, a estas temperaturas se podria
aumentar la extraccion en el aceite de eritrodiol y uvaol, localizados en la cuticula del fruto, lo
cual conllevaria el riesgo de que el aceite de oliva que se extrajera posteriormente incumpliera
la normativa superando el limite establecido para el conjunto de estos compuestos. A partir de
los resultados obtenidos, se puede estimar que las condiciones de tratamientos idoneas para la
industria estarian delimitadas por el uso de temperaturas >55 °C durante periodos <10
minutos, siempre que éstas no determinen un deterioro de la calidad del aceite o una

reduccion del rendimiento graso en su extraccion.

I1L. 5. 2. 3. Tratamientos a escala de laboratorio de ajuste para la escala industrial

Una vez delimitado el tiempo de ensayo y el rango viable de temperaturas utilizables,
a continuacion se estudié la aplicacion del sistema en tres de las variedades cultivadas en
Andalucia, donde el control del amargor aportaria mayores beneficios comerciales
(‘Manzanilla’, ‘Picual’ y ‘Verdial’; IM ‘1,0’), con el fin de seleccionar las condiciones
idoneas de tratamiento para su aplicacion industrial. Se analizd, asi mismo, con mas detalle la
repercusion de estos tratamientos sobre la calidad del aceite, incluyendo su composicion
fenolica.

La intensidad de amargor de los aceites de oliva obtenidos a partir de las tres
variedades estudiadas disminuy6 significativamente conforme aumentaba la temperatura de
inmersion previa del fruto (Tablas 37, 38 y 39). Los aceites extraidos de aceitunas
‘Manzanilla’ y ‘Picual’ exhibieron una respuesta similar en la intensidad de amargor a las
mismas temperaturas de tratamiento. En ambas variedades fue necesaria la aplicacion de 68
°C para conseguir una reduccion del amargor hasta un nivel medio (‘3”), partiendo de una
intensidad inicial proxima a la extrema (°5’). En cambio, para la variedad ‘Verdial’, el
tratamiento a 68 °C s6lo indujo una reduccion del amargor hasta un nivel algo inferior al

considerado como “fuerte” (‘4’), siendo necesario el empleo de una temperatura de 70 °C para
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obtener una intensidad de amargor algo superior a la considerada como “media”, mientras que
el incremento de otros 2 grados en la temperatura de tratamiento ya inducia una eliminacioén
mas notable del amargor, dejandolo en un nivel de “ligero” (‘2’). El tratamiento térmico de 40
°C aplicado a frutos de ‘Manzanilla’ y ‘Verdial’ en camara durante 24 y 48 horas,
respectivamente, proporciond resultados similares (Figuras 12 y 13). La inmersién en agua
redujo claramente el tiempo de tratamiento en relacion a la transmision del calor por corriente
de aire, permitiendo el uso de temperaturas mas altas sin afectar a la calidad del aceite.

El bafo en caliente de la aceituna afectd al rendimiento en la posterior extraccion
fisica de aceite de manera diferente a cada una de las variedades utilizadas para el ensayo.
Mientras que las aceitunas de la variedad ‘Manzanilla’ tratadas a temperaturas entre 60 y 64
°C ofrecieron un rendimiento claramente superior al de las aceitunas del control o las tratadas
a temperaturas superiores, las de la variedad ‘Picual’ presentaron un rendimiento similar sin
diferencia significativa entre todos los tratamientos y las ‘Verdiales’, en cambio, exhibieron
una reduccion significativa de la produccion de aceite a consecuencia del tratamiento. Este
rendimiento depende de diferentes variables de la estructura del fruto, tales como, la variedad,
la edad, la textura de la pulpa, el contenido en aceite, la humedad, la relacién pulpa-hueso,
etc., que pueden cambiar sensiblemente de un afio a otro dependiendo de la condiciones

climaticas.

Tabla 37. Pardametros de calidad presentados por aceites de oliva virgenes obtenidos a partir de aceitunas
‘Manzanilla’ no tratadas (control) o previamente sumergidas a diferentes temperaturas durante 3 minutos

Control 60 °C 62 °C 64 °C 66 °C 68 °C
Rendimiento graso (%) 10,3b 142 a 14,0 a 13,0 a 10,4 b 10,5b
Acidez (% Oleico) 0,50 a 0,43 b 0,42 b 0,26 ¢ 0,39b 0,22 ¢
I. Peroxidos (meqO/kg) 7,2¢ 5,6d 7,6 ¢ 7,5¢ 8,6b 10,3 a
K 2,28 a 2,04 b 1,72 ¢ 1,71 ¢ 1,62 ¢ 1,12d
K70 0,26 a 0,23 a 0,17b 0,16 b 0,16 b 0,10 ¢
Carotenos (mg/kg) 12,65d 24,45 ¢ 26,39 ¢ 23,01 ¢ 33,16 b 493 a
Clorofilas (mg/kg) 2091 ¢ 45,78 d 63,85 ¢ 48,68 d 123,6 b 137,8 a
Estabilidad (horas) 186,2 a 1682 b 160,5 b 154,8 b 1594 b 126,2 ¢
A. Sensorial global (1 -9) Y 7,4 7,5 7,4 7,6 7,5 7,7
Amargor (0-5)* 49a 45b 43D 3,7¢ 3,5¢ 2,7d

X Cada punto es el valor medio de tres replicados. En la misma fila, la ausencia de letras miniisculas significa la
ausencia de efecto significativo (p< 0,05) del tratamiento segun ANOVA y los valores seguidos por al menos
una misma letra minuscula no son diferentes significativamente (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple
rango de Duncan.” “1” indica la peor calidad sensorial posible y “9” la mejor. * “0” indica la ausencia del
atributo y “5” la intensidad extrema del mismo.
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Estos tratamientos térmicos indujeron variaciones significativas en algunos de los
parametros legalmente establecidos para valorar el grado de calidad de los aceites virgenes de
oliva (acidez, indice de perdxidos, absorcion ultravioleta y el analisis sensorial global), pero
¢éstos no afectaron en ningln caso a la categoria comercial de los aceites que se mantuvo en la
maxima en todos los tratamientos. Por ejemplo, los valores de acidez de los aceites de
‘Manzanilla’ fueron incluso reducidos significativamente, como consecuencia de los
tratamientos, mientras que no se observo ningln efecto sobre este pardmetro en los aceites
procedentes de las otras dos variedades. Probablemente, ello se deba a una reduccion de la
actividad lipasica inducida por el calentamiento previo durante el proceso de extraccion de las
aceitunas ‘Manzanilla’. En la aceitunas ‘Picual’ y ‘Verdial’, estas enzimas podrian estar ya
inactivadas inicialmente, por esta razdn, sus aceites exhibieron valores muy bajos de acidez en
los aceites del control. En general, el indice de perdxidos aumenté significativamente en los
aceites extraidos de frutos tratados de las variedades ‘Manzanilla’ y ‘Verdial’, pero, en
cualquier caso, estos valores ni siquiera se aproximaron al limite establecido para la pérdida

de la calidad comercial (20 meqO/kg).

Tabla 38. Pardametros de calidad presentados por aceites de oliva virgenes obtenidos a partir de aceitunas
‘Picual’ no tratadas (control) o previamente sumergidas a diferentes temperaturas durante 3 minutos ™

Control 60 °C 62 °C 64 °C 66 °C 68 °C
Rendimiento graso (%) 18,2 18,5 17,7 17,6 18,0 17,8
Acidez (% Oleico) 0,18 0,22 0,23 0,23 0,20 0,16
I. Peréxidos (meqQO/kg) 6,4 5,7 7,3 5,5 6,9 47
K3, 1,27 b 1,64 a 1,21 b 1,34 b 1,61 a 1,16 ¢
K7 0,15 0,16 0,15 0,11 0,15 0,10
Carotenos (mg/kg) 14,44 d 30,1 b 35,7a 21,38 ¢ 29,50 b 25,65 be
Clorofilas (mg/kg) 1426 ¢ 77,50 b 98,18 a 50,95d 76,25 b 63,33 ¢
Estabilidad (horas) 174,0 a 164,0b 173,0 a 156,0 ¢ 120,6 d 76,5 ¢
A. Sensorial global (1 —9)” 7,7 7,5 7,7 7,4 7,6 7,9
Amargor (0 -5) * 4,7a 420 4,0b 3,6¢ 3,3d 2,8¢e

X Cada punto es el valor medio de tres replicados. En la misma fila, la ausencia de letras minusculas significa la
ausencia de efecto significativo (p< 0,05) del tratamiento segun ANOVA y los valores seguidos por al menos
una misma letra minuscula no son diferentes significativamente (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple
rango de Duncan’ “1” indica la peor calidad sensorial posible y “9” la mejor. * “0” indica la ausencia del
atributo y “5” la intensidad extrema del mismo.

La absorbancia ultravioleta a 232 y a 270 nm decreci6 claramente en los aceites
extraidos de aceitunas ‘Manzanilla’ tratadas, pero no cambi6 significativamente en los
procedentes de las dos variedades restantes. Probablemente, el calentamiento previo podria

reducir la actividad de enzimas como la lipoxigenasa o la hidroperoxido-liasa durante la
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molturacién o el batido en el proceso de extraccion del aceite en las aceitunas ‘Manzanilla’,
mientras que, como ocurriera con la lipasa, estas enzimas se mantendrian inactivas en las
pastas de ‘Picual’ y ‘Verdial’. Farag et al. (1997) observaron que la actividad lipoxigenasa de
las aceitunas ‘Picual’ durante la extraccion decrecia linealmente conforme aumentaba la

intensidad del calentamiento con microondas que se le aplicaba previamente.

Tabla 39.- Pardametros de calidad presentados por aceites de oliva virgenes obtenidos a partir de aceitunas

‘Verdial’ no tratadas (control) o previamente sumergidas a diferentes temperaturas durante 3 minutos ™

Control 60 °C 64 °C 68 °C 70 °C 72 °C
Rendimiento graso (%) 20,0 a 18,8 b 184D 18,5b 18,6 b 17,0 ¢
Acidez (% Oleico) 0,25 0,25 0,24 0,18 0,21 0,16
L. Peroxidos (meqO/kg) 54c¢ 6,9b 5,0c 9,8 a 10,1 a 6,6 b
Kz, 1,51 1,57 1,62 1,6 1,48 1,37
K7 0,15 0,16 0,16 0,14 0,14 0,12
Carotenos (mg/kg) 22,07 ¢ 44,19 a 4312 a 369b 4565 a 4348 a
Clorofilas (mg/kg) 40,26 d 116,82 a 111,24 a 83,4 ¢ 108,25 b 100,53 b
Estabilidad (horas) 74,7 a 69,4 b 76,0 a 54,8 ¢ 54,0 ¢ 49,0d
A. Sensorial global (1 -9) " 7,5 7,7 7,5 7,6 7,7 7,6
Amargor (0 - 5)° 44a 41b 40b 3,8b 34c 2,1d

X Cada punto es el valor medio de tres replicados. En la misma fila, la ausencia de letras miniisculas significa la
ausencia de efecto significativo (p< 0,05) del tratamiento segun ANOVA y los valores seguidos por al menos
una misma letra minuscula no son diferentes significativamente (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple
rango de Duncan.” “1” indica la peor calidad sensorial posible y “9” la mejor. * “0” indica la ausencia del
atributo y “5” la intensidad extrema del mismo.

La calidad sensorial de los aceites extraidos de las tres variedades no cambio
significativamente a consecuencia del tratamiento, mostrando valores muy parecidos al
control independientemente de la temperatura utilizada.

Otros parametros no contemplados en la normativa reguladora de las categorias
comerciales de calidad del aceite virgen de oliva, como el contenido en pigmentos o la
estabilidad ante la oxidacion fueron afectados mas sensiblemente por la inmersion previa del
fruto en agua caliente. Asi, los contenidos en clorofilas y carotenos aumentaron considera-
blemente en todas las variedades estudiadas, como respuesta al tratamiento térmico.
Probablemente, la aplicacion de calor permitiria una mejor extraccion de estos pigmentos
presentes en el cloroplasto y/o inactivaria posibles actividades enzimaticas responsables de la
degradacion de los pigmentos durante el proceso de extraccion. Se confirma asi el mismo
efecto experimentado en los ensayos de transmision de calor por aire, siendo en los de
inmersion los aumentos mucho mas elevados. Luaces et al. (2005) han realizado una

descripcion mas detallada del contenido en pigmentos de los aceites producidos a partir de
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aceitunas sometidas a estos tratamientos. El contenido en estos pigmentos unido a la baja
intensidad de amargor sirven como huella distintiva de la aplicacion de estos tratamientos, ya
que seria muy dificil encontrar aceites procedentes de aceitunas no tratadas, que, presentando
el mismo contenido en pigmentos (excesivo incluso para frutos extremadamente inmaduros),
exhibieran una intensidad de amargor solo “ligera” o “media”. La posibilidad de producir
aceites fuertemente pigmentados con escasa intensidad del atributo amargo podria constituir
una herramienta de alto valor industrial, pues facilitaria la elaboracion de “coupages”
(mezclas de aceites virgenes), mejorando el color y el sabor de aceites con pobre color y
excesiva presencia de atributos como el astringente, amargo o picante. Podria incluso
mezclarse con el aceite obtenido sin previo tratamiento hasta obtenerse una proporcion, que se
considere idonea en color, olor y sabor, permitiendo afio tras afio ofrecer al consumidor un
producto con las mismas caracteristicas variando las proporciones de la mezcla. Se reduciria
asi la variabilidad que sufre este producto debido a las diferencias climaticas o a las
circunstancias anuales del cultivo, como ya se ha resefiado, que afectan tanto al color, como a
las caracteristicas sensoriales del aceite. De forma general, la estabilidad oxidativa decrecio,
conforme aumentaba la temperatura de tratamiento en las tres variedades estudiadas, de
manera paralela a como se reducia la intensidad de amargor en los aceites. Sin embargo, los
valores remanentes de este parametro, incluso los exhibidos por los aceites extraidos a partir
de los frutos sometidos a las temperaturas mas altas, alcanzaron una magnitud atn
considerable, superior a la que presentarian los aceites de las mismas variedades cuando son
extraidos a partir de frutos maduros (Garcia et al., 1996¢). Comparativamente hablando, el
tratamiento de calentamiento por inmersion de la aceituna ‘Verdial’ a 72 °C indujo una
pérdida de amargor (desde ‘4,3’ hasta ‘2,1’) y de estabilidad oxidativa similares al causado
por la aplicacion de 40 °C en camara durante 72 horas al mismo tipo de aceituna (34,4 y 36,0
%, respectivamente).

El tratamiento térmico redujo la presencia de derivados fendlicos en los aceites de las
tres variedades (Tablas 40, 41 y 42). Esta reducciéon coincidi6é con la que experimentaron
tanto la intensidad de amargor como la estabilidad oxidativa, por lo que se apoya la hipdtesis
de que ambas estarian relacionadas con el contenido en estos compuestos. Los contenidos en
ortodifenoles y en el conjunto de derivados secoiridoideos también disminuyeron en los
aceites extraidos de las tres variedades sometidos a tratamiento. Estos resultados coincidieron
con los previamente obtenidos empleando el aire como transmisor del tratamiento térmico.
Sin embargo, la composicion en derivados fenolicos individuales difiri6 de una variedad a

otra. En los aceites de aceitunas ‘Manzanilla’ la reduccion de grupos fendlicos se debio
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principalmente a la disminucion en un derivado secoiridoideo del hidroxitirosol y otro del
tirosol (FAAO y FAAL, respectivamente), mientras que los otros dos derivados de ambos
compuestos (FDAO y FDAL, respectivamente) aumentaron, aunque en menor medida, con la
aplicacion del tratamiento. Otros compuestos apenas merecen mencion dada su baja presencia
en todos los casos.

En los aceites procedentes de la variedad ‘Picual’ se observo una tendencia similar,
pero el contenido en FDAL sélo se incremento tras la utilizacion de 60 °C, decreciendo luego
progresivamente segin aumento la temperatura de tratamiento. Por ultimo, en los aceites de
‘Verdial’ el contenido en estos 4 derivados secoiridoideos disminuy6 claramente conforme
aument6 la temperatura de tratamiento. Este descenso en los contenidos de FAAO y FAAL de
los aceites extraidos de las tres variedades, que coincide con una progresiva reduccion de su
intensidad de amargor, apoyarian s6lo muy parcialmente la propuesta de Gutiérrez-Rosales et
al. (2003), pues estos autores identificaron al FAAO como el menos relacionado con el
amargor de un terceto formado por éste, el FDAO y el FDAL, que identificaron como directos
responsables de este atributo, mientras que descartaban la intervencion del FAAL. En cambio,
vienen a confirmar la presentada posteriormente por Mateos et al. (2004), quienes
relacionaron principalmente al FAAO con la presencia de este atributo en el aceite. Sin
embargo, las concentraciones encontradas de este compuesto fueron mas altas de lo esperado
segin la formula propuesta por estos autores, relacionado con el grado de amargor
determinado sensorialmente.

El aumento de FDAL, que coincidi6 con la pérdida de estabilidad de los aceites, como
consecuencia del tratamiento contradice lo establecido por Morello et al. (2005), quienes
consideraron esta molécula, como la principal responsable de la actividad antioxidante del
aceite de ‘Arbequina’. En cambio, nuestros resultados estan mas de acuerdo con los obtenidos
por Del Carlo et al. (2004), quienes encontraron que la estabilidad oxidativa estaba mejor
correlacionada con el contenido total de polifenoles, que con cada uno de ellos considerados

individualmente.
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Tabla 40.- Contenido en compuestos fenolicos presentados por aceites de oliva virgenes obtenidos a partir de

aceitunas ‘Manzanilla’ no tratadas (control) o previamente sumergidas a diferentes temperaturas durante 3
. 1

minutos

Compuestos fendlicos | ) 60 °C 62°C 64°C 66 °C 68 °C
(mmol/kg)

Hidroxitirosol 0,040 b 0,045 b 0,055 a 0,032 ¢ 0,028 ¢ 0,034 ¢
Tirosol 0,031 ¢ 0,034 c 0,045 a 0,031 ¢ 0,045 a 0,039b
Ac. Vanillico 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Vanillina 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ac. p-Cumarico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acetato Hidroxitirosol 0,015 0,013 0,012 0,014 0,016 0,012
FDAO 0,430 0,612 ¢ 0,759 b 0,588 ¢ 0,800 a 0,724 b
Acetato Tirosol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FDAL 0,303 f 0,486 e 0,642 ¢ 0,520 d 0,684 b 0,756 a
Pinoresinol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,009
Ac. Cinamico 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001
Acetoxy-pinoresinol 0,024 a 0,001 ¢ 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,009 b
FAAO 1,963 a 1,456 b 1,218 ¢ 1,023 d 0,783 e 0,781 e
FAAL 1,091 a 1,012 a 1,036 a 0,867 b 0,558 ¢ 0,586 ¢
Ac. Ferilico 0,003 0,002 0,001 0,002 0,001 0,002
Luteolina 0,015a 0,006 b 0,002 ¢ 0,001 ¢ 0,000 ¢ 0,000 ¢
Apigenina 0,008 a 0,003 b 0,001 ¢ 0,001 ¢ 0,000 ¢ 0,000 ¢
Total Fenoles 3,932 a 3,670 b 3,771 b 3,079 ¢ 2915¢ 2,953 ¢
Total Ortodifenoles 2,463 a 2,132 b 2,046 b 1,658 ¢ 1,627 ¢ 1,551 ¢
Total Secoiridoideos 3,787 a 3,566 b 3,655b 2,998 ¢ 2,.825d 2,847 d

YCada punto es el valor medio de tres replicados. En la misma fila, la ausencia de letras miniisculas significa la
ausencia de efecto significativo (p< 0,05) del tratamiento segun ANOVA y los valores seguidos por al menos
una misma letra minuscula no son diferentes significativamente (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple
rango de Duncan. (FDAQO) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica
de la aglucona del ligustrésido. (FAAO) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma
aldehidica de la aglucona del ligustrosido.
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Tabla 41.- Contenido en compuestos fenolicos presentados por aceites de oliva virgenes obtenidos a partir de
aceitunas ‘Picual’ no tratadas (control) o previamente sumergidas a diferentes temperaturas durante 3 minutos !

C"mp(‘l‘:l’;tl‘;f /lf(eg‘;"l‘“’s Control 60 °C 62°C 64 °C 66 °C 68 °C
Hidroxitirosol 0,015b 0,022 a 0,011 b 0,014 b 0,012 b 0,010b
Tirosol 0,017 a 0,017 a 0,008 b 0,008 b 0,005 ¢ 0,005 ¢
Ac. Vanillico 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Vanillina 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ac. p-Cumarico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acetato Hidroxitirosol 0,000 b 0,008 a 0,005 a 0,005 a 0,006 a 0,005 a
FDAO 0,206 f 0,764 a 0,544 b 0,350 e 0,411d 0,459 ¢
Acetato Tirosol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FDAL 0,235 b 0,402 a 0,222 b 0,180 ¢ 0,171 ¢ 0,133 d
Pinoresinol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ac. Cinamico 0,005 a 0,004 a 0,002 b 0,002 b 0,001 be 0,000 ¢
Acetoxy-pinoresinol 0,035a 0,027 b 0,018 ¢ 0,005 de 0,009 d 0,002 e
FAAO 1,601 a 1,372 b 1,252 ¢ 0,964 d 0,951 d 0,995 d
FAAL 1,332 a 0,806 b 0,561 ¢ 0,371 d 0,323 d 0,113 ¢
Ac. Ferulico 0,003 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
Luteolina 0,021 a 0,006 b 0,002 b 0,003 b 0,004 b 0,003 b
Apigenina 0,012 a 0,003 b 0,001 b 0,002 b 0,001 b 0,002 b
Total Fenoles 3,484 a 3,433 a 2,627b 1,905 ¢ 1,895 ¢ 1,728 d
Total Ortodifenoles 1,843 b 2,172 a 1,814 b 1,336 d 1,384 d 1,472 ¢
Total Secoiridoideos 3,374 a 3,344 a 2,579 b 1,865 ¢ 1,856 ¢ 1,700 d

YCada punto es el valor medio de tres replicados. En la misma fila, la ausencia de letras miniisculas significa la
ausencia de efecto significativo (p< 0,05) del tratamiento segun ANOVA y los valores seguidos por al menos
una misma letra minuscula no son diferentes significativamente (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple
rango de Duncan. (FDAQO) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica
de la aglucona del ligustrosido. (FAAQ) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma
aldehidica de la aglucona del ligustrosido.
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Tabla 42.- Contenido en compuestos fenolicos presentados por aceites de oliva virgenes obtenidos a partir de

aceitunas ‘Verdial’ no tratadas (control) o previamente sumergidas a diferentes temperaturas durante 3
. 1

minutos

Compuestos fendlicos Control 60 °C 64 °C 68 °C 70 °C 72°C
(mmol/kg)

Hidroxitirosol 0,029 a 0,017 ¢ 0,023 b 0,008 d 0,017 ¢ 0,013 ¢
Tirosol 0,052 a 0,016 ¢ 0,022 b 0,021 b 0,014 ¢ 0,014 ¢
Ac. Vanillico 0,004 a 0,000 b 0,000 b 0,000 b 0,000 b 0,000 b
Vanillina 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ac. p-Cumarico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acetato Hidroxitirosol 0,014 b 0,012 b 0,013 b 0,016 b 0,033 a 0,026 a
FDAO 0,606 a 0,530 b 0,509 b 0,260 ¢ 0,322 ¢ 0,245 ¢
Acetato Tirosol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FDAL 0,565 a 0,529 a 0,582 a 0,327 b 0,386 b 0,326 b
Pinoresinol 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,009 a 0,000 ¢ 0,004 b
Ac. Cinamico 0,003 a 0,004 a 0,004 a 0,001 b 0,000 b 0,000 b
Acetoxy-pinoresinol 0,019 a 0,012 be 0,015b 0,009 ¢ 0,009 ¢ 0,004 d
FAAO 1,084 a 0,694 b 0,723 b 0,467 ¢ 0,456 ¢ 0,281d
FAAL 0,994 a 0,596 b 0,670 b 0,464 ¢ 0,357 d 0,224 ¢
Ac. Ferilico 0,004 0,002 0,002 0,000 0,002 0,001
Luteolina 0,006 a 0,003 b 0,002 b 0,002 b 0,002 b 0,001 b
Apigenina 0,004 a 0,001 b 0,002 b 0,002 b 0,002 b 0,001 b
Total Fenoles 3,384 a 2416 b 2,567 b 1,586 ¢ 1,600 ¢ 1,140 d
Total Ortodifenoles 1,739 a 1,256 b 1,270 b 0,753 ¢ 0,830 ¢ 0,566 d
Total Secoiridoideos 3,249 a 2,349 b 2,484 b 1,518 ¢ 1,521 ¢ 1,076 d

YCada punto es el valor medio de tres replicados. En la misma fila, la ausencia de letras miniisculas significa la
ausencia de efecto significativo (p< 0,05) del tratamiento segun ANOVA y los valores seguidos por al menos
una misma letra minuscula no son diferentes significativamente (p< 0,05) de acuerdo con el test de multiple
rango de Duncan. (FDAQ) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica
de la aglucona del ligustrésido. (FAAO) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma
aldehidica de la aglucona del ligustrosido.
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III. 5. 2. 4.- Tratamientos a escala industrial

I1L. 5. 2. 4. 1.- Campaiia 2002/03

Antes de proceder a los ensayos a escala industrial, se realizaron de manera rutinaria
ensayos a pequefia escala, con el fin de ajustar lo mejor posible las condiciones Optimas que
deberia presentar el tratamiento industrial con el mismo material bioldgico. Se fijéo en 3
minutos la duracion del ensayo, por ser éste el tiempo que se habia considerado 6ptimo en los
experimentos previos y se procedioé a sumergir 1 kg de fruto, por triplicado, durante dicho
tiempo a temperaturas crecientes entre 50 y 70 °C, segun los ensayos de ajuste para cada
variedad. Tras la extraccion del aceite, un panel reducido formado por tres catadores evaluaba
su intensidad de amargor y su calidad sensorial global, para decidir lo mas rapidamente
posible el tratamiento mas adecuado.

El primer ensayo a una escala de planta piloto experimental (600 kg por muestra) se
llevo a cabo en las condiciones consideradas previamente como Optimas (68 °C durante 3
minutos) con aceitunas ‘Manzanilla’ procedentes de Dos Hermanas (Sevilla), con un indice

de madurez de 0,5, un indice de color de 39,01 y una dureza de 46,82 N/cm? (Foto 6).

ANTES DESPUES

Foto 6.- Aspecto de las aceitunas antes y después del tratamiento térmico

El tratamiento indujo una reduccién significativa de la presencia del atributo amargo
del aceite (‘3,8” frente a ‘4,8” del control), sin que se afectara significativamente su categoria
comercial de virgen extra (Tabla 43). Las aceitunas sumergidas en agua a 68 °C antes de la
extraccion presentaron una mayor produccion de aceite respecto al control (incremento de un
2,4 %). En cambio, el grado de acidez no experimentd ningiin cambio como consecuencia del

tratamiento, exhibiendo practicamente un mismo valor en este parametro, tanto los aceites
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extraidos de aceitunas tratadas como los del control. Por el contrario, el indice de perdxidos
del aceite obtenido de aceitunas tratadas presentd esta vez un valor significativamente inferior

que el de su homologo obtenido a partir de las aceitunas del control.

Tabla 43.- Analisis fisico-quimico y sensorial de los aceites obtenidos a partir de aceitunas ‘Manzanilla’ no
tratadas (Control) o previamente sumergidas en agua a 68 °C durante 3 minutos en la camparia 2002/03. Cada
valor representa la media de tres determinaciones recogidas al inicio, en el intermedio y al final del proceso de
extraccion industrial salvo los valores de rendimiento que carecen de replicado. En cada parametro de calidad
los valores de los tratamientos seguidos por diferente letra minuscula son diferentes significativamente de
acuerdo al test de multiple rango de Duncan. La ausencia de letra minuscula indica la ausencia de efecto
significativo del tratamiento (p < 0,05) sobre el parametro estudiado segiun ANOVA.

Parametro de calidad Control 68 °C
o
Rendimiento (%) 14,2 16,6
Acidez (% Oleico) 0,41 0,41
I. Pero6xidos (meqO/kg) 6,2a 4.8b
Kas; 1,97 a 1,56 b
K7 0,20 a 0,16 b
A
Tocoferoles (mg/kg) 160,7 a 148,6 b
Estabilidad (horas) 1454 a 141,6 b

Curiosamente, en los ensayos a escala de laboratorio, empleando la misma
temperatura, los valores de este indice fueron mas altos en los aceites del tratamiento, que en
los extraidos de los frutos del control (datos no mostrados). Probablemente, la variabilidad
presentada por este indice sea mas debida a otros factores experimentales de dificil control,
como el tiempo de separacion de las fracciones tras la centrifugacion o del filtrado de la
muestra, que del propio tratamiento en si. Es un hecho conocido que la medida del indice de
peroxidos es muy inestable y solo cabe deducir que realmente un determinado factor lo afecta,
cuando el mismo efecto se registra muy repetidamente ante similares condiciones de ensayo,
y éste no ha sido el caso. Asi mismo, se registro a consecuencia del tratamiento industrial una
disminucion significativa de la absorbancia en la region ultravioleta de los aceites, evaluada
por los K3, v Ky70, 1o que indicaria una reduccion de los procesos de oxidacion de los acilos
de los triglicéridos del aceite. Estos resultados apoyarian la hipotesis de Farag et al. (1997),

quienes sugirieron que la disminucion del indice de perdxidos en los aceites extraidos de
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frutos previamente tratados por microondas era debida a una reduccion de la actividad
lipoxigenasa durante el proceso de la extraccion del aceite. Sin embargo, en contraposicion a
lo observado por estos autores, se obtuvo una ligera pérdida de estabilidad ante la oxidacion a
consecuencia del tratamiento, frente al aceite procedente de aceitunas no tratadas (< 5 horas).
En cuanto al anélisis sensorial, el aceite procedente de aceitunas tratadas fue valorado de
manera significativamente inferior que los del control, debido a la pérdida que experimenta en
atributos como “verde”, “frutado verde” o ‘“hierba cortada”, aunque mejor6 en “frutado
maduro”. Sin embargo, la evaluacién conseguida (‘7,3) lo mantiene muy por encima del
minimo exigido para la categoria “extra” de aceites virgenes de oliva (‘6,5”). Por otra parte, el
tratamiento térmico indujo una reduccidn significativa del contenido en tocoferoles, pudiendo
ser ésta una de las posibles causas de la pérdida de estabilidad de estos aceites.

También fue significativo el efecto del tratamiento térmico sobre la pigmentacioén de
los aceites posteriormente extraidos. En la misma linea de como ocurriera en todos los
ensayos térmicos a escala de laboratorio, el contenido en pigmentos aumentd de nuevo como
consecuencia del calentamiento a escala industrial, especialmente en las clorofilas, por lo que
seria muy conveniente su mantenimiento en oscuridad (Foto7). La presentacion simultdnea de
una fuerte pigmentacién y una intensidad media de amargor constituye asi una sefal
identificadora de los aceites procedentes de tratamientos térmicos, como si de una huella
dactilar se tratara, pues los aceites con esta pigmentacion solo pueden proceder de frutos muy

inmaduros, extraordinariamente amargos.

Tratamiento

Foto 7.- La pigmentacion de los aceites extraidos de aceitunas no tratadas (Control) o previamente sumergidas
en agua caliente (Tratamiento)
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El analisis de los componentes fenolicos de los aceites obtenidos a partir del ensayo
realizado a escala industrial fue bastante parecido al obtenido a escala de laboratorio en
campafnas precedentes (Tabla 44). El tratamiento indujo una disminucidén altamente
significativa en los componentes fendlicos mayoritarios, las formas aldehidicas de la aglucona
de la oleuropeina (FAAO) y del ligustrésido (FAAL). También disminuyeron el hidroxitirosol
y el acetato de hidroxitirosol. En cambio, al mismo tiempo, se registrd6 un aumento
considerable de las formas dialdehidicas de la aglucona de la oleuropeina y del ligustrosido
(FDAO y FDAL). El balance final resultd en una reduccion significativa del contenido en

polifenoles totales, derivados secoiridoideos y ortodifenoles.

Tabla 44.- Contenido en los diferentes compuestos fendlicos de los aceites obtenidos a escala industrial a partir
de aceitunas ‘Manzanilla’ no tratadas (Control) o sumergidas previamente en agua a 68 °C durante 3 minutos.
Cada valor representa la media de tres determinaciones recogidas al inicio, en el intermedio y al final del
proceso de extraccion industrial. En cada compuesto y escala los valores de los tratamientos seguidos por
diferente letra minuscula son diferentes significativamente de acuerdo al test de multiple rango de Duncan. La
ausencia de letra minuscula indica la ausencia de efecto significativo del tratamiento (P< 0.05) sobre el
parametro estudiado segun ANOVA.

Compuestos fenolicos Control 68 °C
(mmol/kg)

Hidroxitirosol 0,042 0,038
Tirosol 0,033 0,034
Ac. Vanillico 0,001 0,000
Vanillina 0,000 0,000
Ac. p-Cumarico 0,000 0,000
Acetato Hidroxitirosol 0,013 0,012
FDAO 0,465 b 0,683 a
Acetato Tirosol 0,000 0,000
FDAL 0,344 b 0,560 a
Pinoresinol 0,000 0,001
Ac. Cinamico 0,007 0,004
Acetoxy-pinoresinol 0,022 0,019
FAAO 1,943 a 0,699 b
FAAL 1,100 a 0,506 b
Ac. Ferilico 0,003 0,002
Luteolina 0,013 0,014
Apigenina 0,007 0,006
Total Fenoles 3,993 a 2,578 b
Total Ortodifenoles 2470 a 1,438 b
Total Secoiridoideos 3,852 a 2,448 b

(FDAO) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica de la aglucona del
ligustrésido. (FAAQ) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma aldehidica de la
aglucona del ligustrosido.
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En resumen, el ensayo realizado a escala industrial con aceituna ‘Manzanilla’ en la
campafa olivarera 2002/03 consiguié una reduccion significativa del atributo amargo en el
aceite posteriormente extraido, sin alterar apreciablemente los pardmetros establecidos para
evaluar su nivel de calidad, aunque ello conllevé pérdidas significativas de su estabilidad ante
la oxidacion, de su contenido en tocoferoles y de su contenido total en derivados fenolicos.

Los aceites obtenidos en este ensayo fueron estudiados mas extensamente que los
obtenidos previamente a menor escala con el fin de conocer si los tratamientos térmicos
podian afectar a los niveles de componentes mayoritarios o minoritarios del mismo y si su
aplicacion pudiera conllevar el riesgo de hacer superar los limites establecidos en cada caso
para el aceite de oliva virgen (Tabla 45). No se registr6 ningun efecto sobre las
concentraciones de componentes mayoritarios (acidos grasos) o minoritarios que pudiera
suponer la pérdida de la condicion de aceite virgen de oliva. Asi, ni la composicion en acidos
grasos de los aceites extraidos, ni el contenido total ni la composicioén de sus esteroles; ni de
sus alcoholes lineales o triterpénicos; ni del contenido en eritrodiol + uvaol se vieron
afectados significativamente por el tratamiento. No obstante, se registrd6 un pequefio, pero
significativo, aumento del contenido en ceras alifaticas, que no supuso riesgo alguno de
aproximacion al limite exigido para los aceites virgenes de oliva (250 mg/kg). La
comparacion de los perfiles de los componentes volatiles del aceite obtenido a partir de las
aceitunas tratadas con el control puso de manifiesto una disminucién patente del numero de
componentes y de la intensidad de los mismos, no registrandose la aparicion de ningun
compuesto nuevo ajeno al control. No se observo, por tanto, el desarrollo de ningun olor
extrafio (Figura 16). Esta pérdida de contenido en compuestos como el hexanal y los
diferentes isomeros de hexenal explicaria por qué el aceite procedente de aceitunas sometidas
a inmersion en agua caliente presentara una menor presencia de atributos como verde o hierba
cortada. Estos resultados apoyarian la hipétesis de que el tratamiento térmico inhibiria la ruta
de formacion de volatiles derivada de la accion de la lipoxigenasa (Pérez-Rubio et al., 2004).

La comparacion del contenido en pigmentos de los aceites procedentes de aceitunas
tratadas y no tratadas mediante un andlisis mas exhaustivo revelo el enorme aumento que
indujo la inmersion de agua caliente en todos y cada uno de estos (Tabla 46). Nutricional-
mente hablando, resultan especialmente interesantes los incrementos que se inducen en
luteina y PB-caroteno, que ademds de antioxidantes naturales se consideran provitaminas. La
descomposicion de pigmentos, que tiene lugar durante el procesado de la aceituna para la
extraccion de aceite, ha sido relacionada también con la actividad lipoxigenasa, que oxidaria

tanto a las clorofilas como a los carotenoides (Pérez-Rubio et al., 2004).
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Tabla 45.- Contenido en diferentes componentes de los aceites obtenidos a escala industrial a partir de
aceitunas ‘Manzanilla’ no tratadas (Control) o sumergidas previamente en agua a 68 °C durante 3 minutos.
Cada valor representa la media de tres determinaciones recogidas al inicio, en el intermedio y al final del
proceso de extraccion industrial. En cada compuesto y escala los valores de los tratamientos seguidos por
diferente letra minuscula son diferentes significativamente de acuerdo al test de multiple rango de Duncan. La
ausencia de letra minuscula indica la ausencia de efecto significativo del tratamiento (p< 0,05) sobre el
parametro estudiado segun ANOVA.

Componentes Control 68 °C
Composicion acidos grasos (%)

Palmitico 15,98 14,92
Palmitoleico 1,64 1,47

Estearico 2,48 2,62

Elaidico 0,02 0,02

Linoleico 4,48 4,57

Linolénico 0,53 0,40

Esteroles totales (mg/kg) 1050 1110
Composicion Esteroles (%)

Colesterol 0,24 0,27
Brasicasterol 0,00 0,00
Campesterol 2,20 2,27
Estigmasterol 0,79 1,16

Clerosterol 0,99 0,90

Sitostanol 0,25 0,29

A5-Avenasterol 7,04 5,60
A5,24-Estigmastadienol 0,93 0,58
A7-Estigmastenol 0,17 0,33
A7-Avenasterol 0,85 0,59
p-Sitosterol aparente 95,38 94,91
Alcoholes lineales (mg/kg) 100,3 106,7
Alcoholes triterpénicos (mg/kg) 2489 252,4
Eritrodiol + uvaol (mg/kg) 3,7 3,6
Metilesteroles (mg/kg) 129,3 135,3
Ceras alifaticas (mg/kg) 24,97 b 37,54 a
C40 6,41 b 14,28 a
C42 8,05 b 11,09 a
C44 3,72 b 4,82 a
Cys 6,78 7,36
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Figura 16.- Analisis por cromatografia gas-liquido de alta resolucion. Los compuestos volatiles del aroma del
aceite que se ven mds afectados por el tratamiento térmico de la aceituna corresponden a los picos
cromatogrdficos: (1) acetato de metilo. (2) metanol. (3) 2-metilbutanal. (4) etanol. (5 y 6) dimeros de penteno.
(7) I-penten-3-ona. (8 y 9) dimeros de penteno. (10) hexanal. (11) Z2-pentenal. (12) E3-hexenal. (13) Z3-
hexenal. (14) 1-penten-3-ol. (15) Z2-hexenal. (16) E2-hexenal. (17) desconocido. (18) desconocido. (19)
acetato de Z3-hexenilo. (20) E2-pentenol. (21) Z2-pentenol. (22) hexanol. (23) Z3-hexenol. (24) desconocido.
(25) acido acético.

Tabla 46.- Efecto del tratamiento sobre el contenido en pigmentos de los aceites obtenidos a escala industrial a
partir de aceitunas ‘Manzanilla’ no tratadas (Control) o sumergidas previamente en agua a 68 °C durante 3
minutos. Cada valor representa la media de tres determinaciones recogidas al inicio, en el intermedio y al final
del proceso de extraccion industrial. En cada compuesto y escala los valores de los tratamientos seguidos por
diferente letra minuscula son diferentes significativamente de acuerdo al test de multiple rango de Duncan.

Pigmento (mg/kg) Control 68 °C
Luteina 1,764 b 14,592 a
Clorofila b 0,649 b 24,261 a
Clorofila a 6,535b 50,335 a
Feofitina b 0,005 b 3,010a
Feofitina a 2,991b 52,315a
p-Caroteno 1,558 b 4,664 a
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I1L. 5. 2. 4. 2. Campaiia 2004/05

En la campafia 2004/05 se llevaron a cabo ensayos a escala industrial, utilizando dos
variedades diferentes (‘Manzanilla’ y ‘Picual’) de tres distintos origenes: Villarrasa (Huelva),
Dos Hermanas (Sevilla) y Cabra (Cérdoba). La variedad ‘Manzanilla’ se obtuvo de dos
localizaciones diferentes con lo que se pretendié comprobar, si las condiciones idoneas de
tratamiento eran independientes de la procedencia del fruto (Tabla 47). Asi mismo, este
ensayo permitiria verificar al mismo tiempo, si dichas condiciones de ensayo podian variar
con la campaia, pues se emplearon aceitunas ‘Manzanilla’ procedentes de la misma finca que
se usaron en la campana 2002/03. Finalmente se estudi6 el tratamiento industrial con una de
las aceitunas que ofrece mayores problemas de exceso de amargor, la ‘Picual’ de secano de
Cabra, aprovechandose este ensayo para comprobar a escala industrial el efecto de una
demora de 24 horas en la molturacion del fruto tras el tratamiento. Las aceitunas ‘Manzanilla’
de ambas procedencias exhibieron unos indices de maduracion muy aproximados,
correspondientes al momento en que se cosecha habitualmente para su molturacion, una vez
que no pueda ser empleada para mesa, por tamafo, forma, moteado, exceso de produccion,
etc. La ‘Picual’ fue utilizada, coincidiendo aproximadamente con su envero (IM de °3,5’),

momento en que se recomienda su cosecha (Hermoso et al., 1998).

Tabla 47.- Parametros para la evaluacion del grado de madurez de las aceitunas empleadas en los ensayos
industriales de tratamientos térmicos por inmersion durante la campaiia 2004/05. Cada valor representa el
valor medio de 100 determinaciones en frutos diferentes.

Variedad y Origen Indice de Color Dureza (N/em’) Indice de Madurez
‘Manzanilla’
(Villarrasa) 7,43 49, 45 0,5
‘Manzanilla’
(Dos Hermanas) 8,98 45,13 0,8
‘Picual’
(Cabra) 0,06 37,83 3,5

Como en la campafia anterior, los ensayos a gran escala fueron precedidos de
experimentos preliminares a escala de laboratorio, que permitieron establecer las condiciones
idoéneas de tratamiento (datos no mostrados). Las aceitunas ‘Manzanilla’ de ambas
procedencias respondieron de manera similar a las temperaturas aplicadas, seleccionandose

las mismas condiciones de tratamiento para su realizacion a gran escala: 56 °C durante 3
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minutos. Estas condiciones de tratamiento contrastan con las requeridas por los frutos de la
misma procedencia en la campafia 2002/03, que necesitaron entonces 68 °C, para obtener un
efecto similar. Por tanto, los resultados parecen indicar que las condiciones de tratamiento
dependen mas de las condiciones particulares que experimenta el cultivo de una misma
variedad en cada campafia, que de la procedencia, si ha estado sometido a similares
condiciones, ya que las variables climaticas experimentadas por Dos Hermanas y Villarrasa
durante esta campana apenas difirieron (datos no mostrados).

A consecuencia del tratamiento térmico aplicado a los frutos, la intensidad de amargor
de los aceites extraidos se redujo desde un nivel de entre “fuerte” y “extremo” (‘4,5’) hasta
una intensidad “media” (‘3,0”), tanto en los aceites de ambas ‘Manzanilla’ como en los aceites
de ‘Picual’ (Tabla 48), coincidiendo con los resultados previamente obtenidos en los ensayos
preliminares (datos no mostrados). Asi pues, en esta segunda campaiia el tratamiento fue mas
efectivo que el empleado en la campania 2002/03 con la aceitunas ‘Manzanilla’ de Dos
Hermanas, pese a que en la segunda campafia el tratamiento fue mucho mas suave (56 °C
frente a 68 °C). Es evidente, por tanto, que las condiciones experimentadas por el cultivo
durante el desarrollo del fruto en cada campafia son determinantes de la intensidad de amargor
y de la seleccion de las condiciones del tratamiento térmico necesario para su control. Seria
enormemente erroneo el empleo a ciegas de las mismas condiciones de tratamiento de una
campafia a otra, sin realizar previamente un estudio a pequena escala.

La demora durante 24 horas del procesamiento del fruto de la variedad ‘Picual’
después de la inmersion en agua caliente no determind una disminucién de la efectividad del
tratamiento en la reduccion de la presencia del atributo amargo en el aceite, manteniéndose
aproximadamente en el mismo nivel que cuando fue extraido inmediatamente después del
tratamiento térmico. En consecuencia, la reduccién del amargor en el aceite dependid
directamente de la temperatura empleada en el tratamiento previo y no de la temperatura de la
molienda, pues la aceituna tras 24 horas de reposo fue procesada a temperatura ambiente.

Pese a mostrar una respuesta parecida frente al mismo tratamiento térmico, en lo que
se refiere a la reduccion de amargor, las aceitunas ‘Manzanilla’ de las dos procedencias
mostraron un comportamiento muy distinto frente al proceso de extraccion. Asi, el
rendimiento en la produccion de aceite no super6 el 5 % en los frutos control de Villarrasa,
mientras que en los de Dos Hermanas se obtuvo mas de un 15 % en este parametro,
volviéndose a registrar un valor analogo al de la campafia estudiada anteriormente. La
aplicacion del tratamiento térmico determind una mejora sustancial del rendimiento graso de

la aceituna ‘Manzanilla’ procedente de Villarrasa, mientras que no determiné mejora alguna
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en los otros dos ensayos. La inmersion previa en agua caliente resultd, pues, especialmente
util, cuando el rendimiento graso del control era mas reducido por la aparicion de “pastas
dificiles”, permitiendo obtener un aumento en la produccidon de aceite virgen, al mismo
tiempo que modulaba su intensidad de amargor. En cambio, cuando el rendimiento ya es de
por si elevado, porque la extraccion fisica de las aceitunas del control no plantea problemas,
se alcanzaria ya un maximo de extractabilidad y el tratamiento térmico no podria aumentar el

rendimiento graso.

Tabla 48- Pardametros de calidad fisico-quimicos y sensoriales de los aceites obtenidos a partir de aceitunas de
diferentes variedades y origenes, no tratadas (Control) o previamente sumergidas en agua a diferentes
temperaturas durante 3 minutos en la campaiia 2004/05. Los aceites fueron extraidos inmediatamente tras el
tratamiento o 24 horas después del mismo (+ 24h). Cada valor representa la media de tres determinaciones
recogidas al inicio, en el intermedio y al final del proceso de extraccion industrial, salvo los valores de
rendimiento que carecen de replicado. En cada parametro de calidad los valores de los tratamientos seguidos
por diferente letra minuscula son diferentes significativamente de acuerdo al test de multiple rango de Duncan.
La ausencia de letra minuscula indica la ausencia de efecto significativo del tratamiento (p< 0,05) sobre el
parametro estudiado segun ANOVA.

Variedad ‘Manzanilla’ ‘Manzanilla’ ‘Picual’
(Origen) (Villarrasa) (Dos Hermanas) (Cabra)
Parametros Control | 56 °C Control 56 °C Control 50 °C S AS
(+24h)
Intensidad de amargor | 5. | 355 | 454 | 30b | 45a | 32b | 3.0b
(0 ausencia — 5 maxima)
Rendimiento % 4,7 7,7 16,9 16,7 24,4 24,1 24,5
Acidez (% Oleico) 0,19 0,22 0,36 0,34 0,15 0,16 0,14
I. Peréxidos (meqQO/kg) 7,7 6,3 84D 112a 7.8 8,0 8,2
K 3 1,40 1,44 1,67 1,47 1,48 1,49 1,44
K 7 0,17 0,17 0,16 0,14 0,15 0,14 0,12
a“;éisiil;;"f;"g;atlig:)bal 8,0 8.2 8,0 7,0 8,0 75 8.0
Carotenos (mg/kg) 17,40 345a 15,8 b 36,4a 12,2b 270a 26,7 a
Clorofilas (mg/kg) 29,7d 1126 b 35,6b 1188 a 20,8 b 84,5a 86,1 a
Tocoferoles (mg/kg) 430,9 412,5 157,6 156,4 208,9 219,8 206,6
Estabilidad (h) 89,2 a 62,1b 1242 a 98,0b 150,0a | 140,0b | 121,6 ¢

Como ha venido siendo habitual en los ensayos realizados tanto a escala de laboratorio
como a gran escala, los tratamientos térmicos no fueron responsables de un deterioro
apreciable de ninguno de los parametros fisico-quimicos establecidos legalmente para evaluar

el grado de calidad de los aceites de oliva virgenes. Solo se incrementd significativamente el
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valor del indice de peroxidos en el aceite procedente de la extraccion de aceitunas
‘Manzanilla’ de Dos Hermanas, previamente sometidas a tratamiento con respecto a su
correspondiente control, pero el valor alcanzado no se acercéd al limite establecido para la
pérdida de la categoria “extra” de calidad. Si se tiene en cuenta que en el ensayo industrial
realizado en la anterior campafia con frutos de la misma variedad y procedencia ocurri6 justo
lo contrario, se pone de nuevo de manifiesto la poca fiabilidad de esta medida, que, como ya
se ha comentado, puede depender de muchas variables ajenas al tratamiento realizado.

La calidad sensorial global de los aceites extraidos de frutos de la variedad
‘Manzanilla’ fue afectada de manera distinta a consecuencia del tratamiento segun la
procedencia del fruto. Mientras que el procedente de Villarrasa alcanzd una valoracion
analoga al control, el obtenido de aceitunas de Dos Hermanas mereciéo una calificacion
significativamente inferior. Por otra parte, el retraso en el procesamiento de la aceituna
‘Picual’ tras su tratamiento tuvo un efecto positivo sobre la calidad sensorial del aceite
extraido, que recibid una evaluacién parecida al obtenido sin que mediara tratamiento,
mientras que el que se extrajera inmediatamente después del calentamiento sufrié una
reduccion estadisticamente significativa de su valoracion de calidad sensorial, aunque ello no
le determinaria un descenso de categoria comercial, pues se mantuvo dentro de los limites
establecidos para la categoria extra.

En los ensayos realizados esta campafia también se registrd el aumento de pigmentos
en los aceites como consecuencia del tratamiento térmico que se le aplico previamente a las
aceitunas de las dos variedades empleadas, siendo especialmente notable el incremento de
clorofilas experimentado por el aceite de ‘Manzanilla’ procedente de Villarrasa,
probablemente debido a ser la mas inmadura de las utilizadas en estas experiencias. En
cambio, el contenido en tocoferoles no disminuy6 de manera significativa en esta ocasion
como efecto del tratamiento, manteniéndose practicamente en los mismos niveles que el
control. Un dato resefiable fue la diferencia encontrada en el contenido en estos compuestos
entre los aceites de ‘Manzanilla’ procedentes de Villarrasa y los de la misma variedad de Dos
Hermanas, que presentaron una concentracion inferior a la mitad de la exhibida por los
primeros. Finalmente, la estabilidad ante la oxidacion de los aceites se redujo
significativamente con la inmersion previa en agua caliente de todos los frutos tratados,
especialmente en los que se demor6 el procesado durante 24 horas de la variedad ‘Picual’.

El efecto de los tratamientos sobre el contenido total en fenoles, en ortodifenoles y
derivados secoiridoideos de los aceites obtenidos a partir de los ensayos realizados a escala

industrial fue bastante parecido al obtenido a escala de laboratorio o al realizado
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anteriormente a escala industrial (Tabla 49). Las concentraciones de estos conjuntos de
diferentes compuestos fenolicos disminuyeron en el aceite tras el tratamiento aplicado al
fruto. Sin embargo, si se analiza cada compuesto fendlico por separado se pueden ver algunas
diferencias con respecto al anterior ensayo industrial realizado con aceitunas ‘Manzanilla’ de
Dos Hermanas. Asi, en este segundo ensayo a escala industrial los contenidos en FDAO y
FDAL descendieron en los aceites procedentes de esta variedad, mientras que en el primero
aumentaron igualmente de forma significativa. Tampoco coincidio el efecto observado sobre
el hidroxitirosol y el tirosol, que en la primera campafia no variaron significativamente en su
concentracion a consecuencia del tratamiento, mientras que descendieron claramente en la
segunda. El comportamiento de los compuestos fenolicos de los aceites de ‘Manzanilla’
procedentes de Villarrasa con respecto al tratamiento difirid6 del exhibido por los de Dos
Hermanas en el hidroxitirosol y acetato de hidroxitirosol, que aumentaron sensiblemente y en
el tirosol, que no se vio modificado; pero coincidié en el descenso inducido en sus
componentes fendlicos mayoritarios (FDAO, FDAL, FAAO y FAAL). En los aceites de la
variedad ‘Picual’ cabe destacar el efecto potenciador de la reduccion de compuestos fenélicos,
que supuso el retraso de 24 horas en la extraccion del aceite tras el tratamiento. Mientras que
en el aceite obtenido de aceitunas procesadas inmediatamente después de la inmersion solo se
registraron, con respecto al control, descensos en el contenido en hidroxitirosol y FAAO, en
el obtenido tras una demora de 24 horas se produjo, ademads, una reduccion significativa de
contenido en otros compuestos fendlicos, como el acetato de tirosol, el FDAO o el
acetoxypinoresinol. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en el FDAL ni en
el FAAL. Siendo el FAAO el unico derivado secoiridoideo que se redujo en el aceite, cuando
¢ste fue extraido inmediatamente después del tratamiento térmico y que al mismo tiempo
descendi6 significativamente la intensidad de amargor, se apoya de nuevo la hipdtesis de que
el FAAO debe ser uno de los responsables del atributo amargo (Mateos et al., 2004).

La demora en la extraccion tras el tratamiento térmico parecid inactivar en mayor
grado los enzimas responsables de facilitar la entrada en el aceite de derivados fendlicos
durante la molienda de la aceituna y el batido de la pasta. Ello indica que la accion del
tratamiento sobre el fruto provocaria un efecto irreversible sobre los enzimas responsables de
la rotura de la oleuropeina y sus derivados, pues el retorno del fruto a la temperatura ambiente
no indujo una recuperacion de las concentraciones fendlicas iniciales en el aceite extraido. Por
el contrario, se redujeron aun mas las concentraciones de estos compuestos, sugiriendo que

durante este retraso se inactivarian ain mas estos enzimas. Debe tenerse en cuenta este hecho
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en la realizacion industrial de los tratamientos, cuya eficacia se veria afectada si se retrasa el

procesado después de su aplicacion.

Tabla 49.- Contenido en los diferentes compuestos fendlicos de los aceites obtenidos a escala industrial a partir
de aceitunas ‘Manzanilla’ y ‘Picual’ no tratadas (Control) o sumergidas previamente en agua durante 3
minutos a diferentes temperaturas. Cada valor representa la media de tres determinaciones recogidas al inicio,
en el intermedio y al final del proceso de extraccion industrial. En cada compuesto y escala los valores de los
tratamientos seguidos por diferente letra minuscula son diferentes significativamente de acuerdo al test de
multiple rango de Duncan. La ausencia de letra minuscula indica la ausencia de efecto significativo del
tratamiento (p < 0,05) sobre el parametro estudiado segun ANOVA.

Variedad ‘Manzanilla’ ‘Manzanilla’ ‘Picual’
(Origen) (Villarrasa) (Dos Hermanas) (Cabra)

Com[)(l:rf:gsylizl;ollcos Control | 56 °C Control 56 °C Control 50 °C :_020 4$1)
Hidroxitirosol 0,048b | 0,074a | 0,169a | 0,088b | 0,089a | 0,074b | 0,053 ¢
Tirosol 0,038 0,042 0,122a | 0,068b 0,043 0,036 0,047
Ac. Vanillico 0,002 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000 0,001
Vanillina 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,003
Ac. p-Cumarico 0,005 0,004 0,005 0,002 0,002 0,002 0,002
Acetato Hidroxitirosol 0,025b | 0,053 a 0,041 0,040 0,009 0,010 0,008
FDAO 0,486a | 0,367b | 0,659a | 0430b | 0,241a | 0250a | 0,157 b
Acetato Tirosol 0,028a | 0,018b 0,118 a 0,029 b 0,029 a 0,027a | 0,016b
FDAL 0,507a | 0,376 b | 0,481a | 0301b 0,283 0,299 0,261
Pinoresinol 0,008 0,005 0,010 0,007 0,012 0,012 0,011
Ac. Cinamico 0,002 0,001 0,006 0,004 0,011 0,010 0,008
Acetoxy-pinoresinol 0,027a | 0,013b 0,055 a 0,015b 0,055 a 0,050a | 0,036b
FAAO 0,264a | 0,182b | 0,576a | 0,243b | 0,856a | 0,584b | 0,544 b
FAAL 0,133a | 0,079b | 0,328a | 0,085Db 0,222 0,239 0,205
Ac. Fertilico 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002
Luteolina 0,003 0,002 0,005 0,001 0,002 0,002 0,003
Apigenina 0,002 0,001 0,003 0,001 0,001 0,001 0,001
Total Fenoles 1,537a | 1,220b | 2,581a | 1,317b | 1,857a | 1,601 b | 1,358 ¢
Total Ortodifenoles 0,825a | 0,677b 1,448 a 0,802 b 1,196 a 0,919b | 0,763 ¢
Total Secoiridoideos 1,390 a | 1,004 Db 2,044 a 1,059 b 1,602 a 1,372b | 1,167 ¢

(FDAO) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica de la aglucona del
ligustrésido. (FAAQ) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma aldehidica de la
aglucona del ligustrosido.
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III. S. 2. 4. 3. Campaiia 2005/06

En la campafia 2005/06 se abord6 por tercera vez consecutiva el tratamiento térmico
en la variedad ‘Manzanilla’, el segundo de la procedencia Villarrasa de esta variedad, y se
llevaron a cabo, ademads, dos ensayos con frutos de diferente grado de maduracion de la
variedad ‘Verdial’ de la misma procedencia, que presentaban una alta intensidad de atributo
amargo en sus aceites (Tabla 50). Como en anteriores campaiias, los tratamientos a escala
industrial fueron precedidos de una serie de ensayos a escala de laboratorio (datos no
mostrados). De nuevo fue necesario el empleo de una temperatura de bafio a 65 °C durante 3
minutos para conseguir reducir significativamente la intensidad del amargor del aceite
procedente de la aceituna ‘Manzanilla’, sin que se alteraran sus parametros de calidad, de
manera similar a como ocurriera en la campana 2002/03 con las aceitunas ‘Manzanilla’
procedentes de Dos Hermanas. Sin embargo, la aplicaciéon de estas condiciones a escala
industrial determindé que el aceite se emulsionara durante el proceso de extraccion, no
respondiendo por primera vez de la misma manera que lo hiciera a pequeiia escala (Foto 8).
Intentando corregir este problema se realizo otro ensayo en el que se mantuvo la temperatura
del tratamiento, pero se redujo su duracion a 1 minuto.

Tabla 50.- Parametros para la evaluacion del grado de madurez de las aceitunas cultivadas en Villarrasa

empleadas en los ensayos industriales de tratamientos térmicos por inmersion durante la campaiia 2005/06.
Cada valor representa el valor medio de 100 determinaciones en frutos diferentes.

Variedad Indice de Color Dureza (N/cm?) Indice de Madurez
‘Manzanilla’ 7,93 49,44 0,5

‘Verdial’ 8,43 47,55 0,5

‘Verdial’ 3,21 44,28 1,5

En el experimento realizado con las aceitunas mas inmaduras de la variedad ‘Verdial’,
los ensayos previos a escala de laboratorio mostraron que se necesitaban 60 °C durante 3
minutos para conseguir el efecto deseado. Sin embargo, teniendo en cuenta lo ocurrido con las
aceitunas ‘Manzanilla’, se aplico una solucion inversa a la tomada en el experimento anterior;
se redujo la temperatura de ensayo a 57 °C, pero se amplio el tiempo de inmersion en agua
caliente hasta un total de 5 minutos. Como en el caso del ensayo industrial de la variedad
‘Picual’ en la pasada campaiia, se estudid de nuevo el efecto de una demora de 24 horas en el
procesamiento de los frutos previamente tratados térmicamente. Lamentablemente, también se

produjo la emulsion del aceite cuando se procesaron estos ultimos frutos, dejando claro que la
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demora en el procesado intensificaba la intensidad del tratamiento, no sélo en la reducciéon de
componentes fendlicos, sino también determinando una desnaturalizacion de las estructuras
fisioldgicas internas de la aceituna, que induciria la emulsion del aceite durante su extraccion.
Finalmente, se repitié el experimento con las mismas condiciones un mes mas tarde con un

fruto mas maduro.

Foto 8.- Emulsion aparecida durante la extraccion del aceite a escala industrial de aceitunas ‘Manzanilla’ de
Villarrasa, tras su inmersion en agua a 65 °C durante 3 minutos.

Los tratamientos aplicados a escala industrial a las aceitunas ‘Manzanilla’ y a las
‘Verdial’ mas inmaduras redujeron significativamente la intensidad del amargor de los aceites
extraidos, que pasaron de un nivel entre “fuerte” y “extremo” a otro entre “medio” y “fuerte”
(Tabla 51). Las aceitunas ‘Verdial’ con mayor grado de maduracion ofrecieron un aceite con
un amargor “fuerte”, que tras su inmersion en agua se redujo hasta un nivel “medio”. En
consecuencia, de nuevo el tratamiento consiguid el efecto buscado, pudiendo ser aplicado por
la industria de manera extraordinariamente facil. Ademas, el rendimiento en la extraccion de
aceite fue mejorado en todos los ensayos realizados en los que no hubo problemas de
emulsion. Es de destacar el alto rendimiento alcanzado en esta campafa por las aceitunas
‘Manzanilla’ en comparacion con el conseguido la campaia anterior, pareciéndose esta vez a
los exhibidos por las aceitunas de la misma variedad de Dos Hermanas. Como en anteriores
ensayos, ya sea a escala industrial o de laboratorio, el empleo del tratamiento térmico no
determind una pérdida de categoria de calidad en los aceites posteriormente extraidos en
cualquiera de las variedades estudiadas. Asi, el grado de acidez de los aceites no experimento
ningun cambio significativo a consecuencia de la inmersion previa del fruto y la absorbancia
en la region ultravioleta incluso llegé a disminuir, especialmente en los valores de K79 de los

procedentes de la variedad ‘Verdial’, en donde esta reduccion resultd ser estadisticamente
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significativa. En cambio, el indice de perdxidos siempre fue mayor en los aceites procedentes
del tratamiento, llegando a ser este incremento significativo en el caso del aceite de
‘Manzanilla’. El andlisis sensorial global mostr6 un hecho curioso en los aceites de la
variedad ‘Manzanilla’. El control fue valorado significativamente peor que el obtenido tras el
tratamiento, porque presentaba un cierto olor identificado como a “queso”, que no aparecio en
este ultimo. Ademads, la rapidez del tratamiento, aunque redujo menos la intensidad de
amargor que en otros ensayos, también afecté en menor medida a los componentes aromaticos
asociados a los atributos “verde” o “hierba”. En los ensayos realizados con la variedad
“Verdial’ se repitid lo ya observado, los aceites obtenidos tras el tratamiento fueron peor
valorados que los utilizados como control, debido a la pérdida de los atributos de “frescura”

citados anteriormente.

Tabla 51- Parametros de calidad fisico-quimicos y sensoriales de los aceites obtenidos a partir de aceitunas
‘Manzanilla’ y Verdial’ de Villarrasa con diferentes indices de maduracion, no tratadas (Control) o
previamente sumergidas en agua a diferentes temperaturas durante 1 minuto (‘Manzanilla’) o 5 minutos
(‘Verdial’) en la campariia 2005/06. Los aceites fueron extraidos inmediatamente tras el tratamiento. Cada valor
representa la media de tres determinaciones recogidas al inicio, en el intermedio y al final del proceso de
extraccion industrial, salvo los valores de rendimiento que carecen de replicado. En cada parametro de calidad
los valores de los tratamientos seguidos por diferente letra minuscula son diferentes significativamente de
acuerdo al test de multiple rango de Duncan. La ausencia de letra minuscula indica la ausencia de efecto
significativo del tratamiento (p< 0,05) sobre el parametro estudiado segiin ANOVA.

Variedad ‘Manzanilla’ ‘Verdial’ ‘Verdial’
(indice de Maduracion) 0,5) 0,5) 1,5)
Parametros Control 65 °C Control 57 °C Control 57 °C
Intensidad de amargor 44a 36b 45a 3,5b 41a 3,1b
(0 ausencia — 5 maxima)
Rendimiento % 15,9 16,9 18,5 19,7 21,8 23,0
Acidez (% Oleico) 0,26 0,25 0,26 0,27 0,32 0,30
L. Peroxidos (meqO/kg) 10,75 b 12,84 a 11,33 12,80 12,70 12,91
K3 1,87 1,85 1,87 1,73 1,93 a 1,66 b
K7 0,20 0,18 0,22 a 0,17b 0,21 a 0,15b
SnalisISsensoralslobals| 5, 70a 80a 70b 8,0a 70b
(1 pésima — 9 optima)
Carotenos (mg/kg) 14,34 b 26,46 a 17,90 b 36,18 a 21,12b 25,49 a
Clorofilas (mg/kg) 25,65b 60,56 a 31,79b 81,57 a 36,76 b 56,14 a
Tocoferoles (mg/kg) 201,4 a 185,5b 211,5 209,4 208.5 218,7
Estabilidad (horas) 155a 127 b 80a 61b 82a 63b

El efecto del tratamiento sobre otros parametros de calidad como el contenido en
pigmentos y la estabilidad respondi6 al comportamiento observado anteriormente,
aumentando en el primer caso y disminuyendo en el segundo. Si bien este aumento de

carotenos y clorofilas, aunque siempre fue significativo, no alcanzé la magnitud de anteriores
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ensayos, especialmente en los procedentes de las aceitunas menos inmaduras de la variedad
‘Verdial’. En cambio, solo disminuy6 significativamente el contenido en tocoferoles a
consecuencia del tratamiento en los aceites procedentes de la variedad ‘Manzanilla’, pues en
los aceites de la variedad ‘Verdial’ no se observé este fendmeno. La respuesta del contenido
en los principales grupos fendlicos del aceite extraido al tratamiento térmico aplicado al fruto
fue similar a la ya observada en anteriores ensayos (Tabla 52). Tanto el contenido total en
fenoles, como el de los ortodifenoles o de los derivados secoiridoideos se redujeron
significativamente a consecuencia del tratamiento, debiéndose sobre todo a los descensos de
contenido registrados en todos estos ensayos principalmente en los dos derivados aldehidico y
dialdehidico de la aglucona de la oleuropeina (FAAO y FDAO). En general, se observo una
reduccion sistematica de todos los compuestos fenolicos analizados debida al tratamiento
térmico. Solamente en el ensayo realizado con las aceitunas ‘Verdial’ mas inmaduras se
observo un aumento de contenido en hidroxitirosol y tirosol en el aceite que se extrajo tras el
tratamiento.

En resumen, los tratamientos térmicos realizados a escala industrial con las tres
variedades empleadas, indistintamente de su procedencia, permitieron conseguir el objetivo
principal propuesto, modular la intensidad del atributo amargo de los aceites hasta un nivel
admisible para el paladar de cualquier posible consumidor, sin que se afectasen sensiblemente
los parametros fisico-quimicos establecidos para medir su categoria de calidad. El sistema
empleado seria facilmente adaptable a las actuales lineas de procesado de aceite de oliva
virgen y, en principio, no requiere el desarrollo de nueva tecnologia ajena a la industria
olivarera, pues bastaria con acoplar las pasteurizadoras en continuo de aceitunas de mesa
entre el lavado y el molturado del fruto. Sin embargo, no ha sido posible establecer unas
condiciones determinadas de tratamiento que logren este objetivo, utilizando cualquier tipo de
fruto, independientemente de su grado de maduracion, procedencia, variedad o circunstancias
de cultivo. En cada caso serd necesario precisar previamente a pequeia escala los tiempos y
temperaturas mas adecuados para este proposito, teniendo en cuenta que la demora en el
procesado incrementa la severidad del tratamiento y que la realizacion del ensayo a gran

escala puede desarrollar un efecto mas dréstico que el obtenido a escala de laboratorio.
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Tabla 52.- Contenido en los diferentes compuestos fendlicos de los aceites obtenidos a escala industrial a partir
de aceitunas ‘Manzanilla’ y ‘Verdial’ de Villarrasa con diferentes indices de maduracion, no tratadas (Control)
o previamente sumergidas en agua a diferentes temperaturas durante 1 minuto (‘Manzanilla’) o 5 minutos
(‘Verdial’) en la camparia 2005/06. Cada valor representa la media de tres determinaciones recogidas al inicio,
en el intermedio y al final del proceso de extraccion industrial. En cada compuesto y escala los valores de los
tratamientos seguidos por diferente letra minuscula son diferentes significativamente de acuerdo al test de
multiple rango de Duncan. La ausencia de letra minuscula indica la ausencia de efecto significativo del
tratamiento (p < 0,05) sobre el parametro estudiado segiin ANOVA.

Variedad ‘Manzanilla’ ‘Verdial’ ‘Verdial’
(indice de Maduracion) 0,4) (0,5) (1,5)
Compuestos fendlicos Control 65 °C Control 57 °C Control 57 °C
(mmol/kg)

Hidroxitirosol 0,121 a 0,059 b 0,062 0,075 0,128 a 0,042 b
Tirosol 0,062 a 0,043 b 0,061 b 0,140 a 0,113 a 0,074 b
Ac. Vanillico 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001 0,000
Vanillina 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,002
Ac. p-Cumarico 0,004 0,002 0,003 0,002 0,002 0,002
Acetato Hidroxitirosol 0,017 0,018 0,010 0,015 0,009 0,011
FDAO 0,889 a 0,739 b 0,460 a 0,289 b 0,445 a 0,282 b
Acetato Tirosol 0,044 a 0,024 b 0,013 0,011 0,029 a 0,012 b
FDAL 0,757 0,749 0,650 0,620 0,571 a 0,416 b
Pinoresinol 0,039 a 0,011Db 0,008 0,005 0,010 0,006
Ac. Cinamico 0,005 0,005 0,006 0,004 0,003 0,003
Acetoxy-pinoresinol 0,063 a 0,044 b 0,100 a 0,043 b 0,081 a 0,032 b
FAAO 1,097 a 0,523 b 0,657 a 0,355 b 0,499 a 0,274 b
FAAL 0,360 0,346 0,323 a 0,255 b 0,261 a 0,156 b
Ac. Ferilico 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Luteolina 0,006 0,002 0,004 0,001 0,005 0,001
Apigenina 0,004 0,001 0,002 0,001 0,002 0,001
Total Fenoles 3,470 a 2,568 b 2,360 a 1,818 b 2,160 a 1,315 b
Total Ortodifenoles 2,128 a 1,340 b 1,191 a 0,735 b 1,083 a 0,610 b
Total Secoiridoideos 3,103 a 2,357b 2,090 a 1,519 b 1,776 a 1,128 b

(FDAO) Forma dialdehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FDAL) Forma dialdehidica de aglucona del
ligustrosido. (FAAQO) Forma aldehidica de la aglucona de la oleuropeina. (FAAL) Forma aldehidica de la
aglucona del ligustrosido.
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IV. CONCLUSIONES

La medida objetiva del color de la epidermis de las variedades de aceituna ‘Picual’ y
‘Arbequina’ permitido evaluar con mas precision que el indice de madurez el grado de

maduracion de las aceitunas hasta el momento en que estas adquieren una tonalidad purpura.

La medida de la dureza de las aceitunas ‘Picual’ y ‘Arbequina’ permitié evaluar de

una manera objetiva, no destructiva y continua el progreso de toda su maduracion.

El progreso de la maduracién de las aceitunas ‘Picual’ y ‘Arbequina’ no determiné
que se redujera la calidad comercial de los aceites extraidos en ninguna de las dos campafias
estudiadas. En cambio, el amargor de éstos disminuyo con el proceso, aunque en los de
‘Arbequina’ siempre merecid una valoracion muy baja. De la misma forma, a partir de
Noviembre los grupos de derivados fenolicos (totales, derivados secoiridoideos vy

ortodifenoles) disminuyeron en los aceites obtenidos de las aceitunas ‘Picual’.

El aumento en la precipitacion durante el desarrollo de la aceituna ‘Arbequina’ y
‘Picual’ provocd un retraso de los parametros que determinan el progreso de su maduracion, e
indujo en sus aceites una reduccion de la estabilidad ante la oxidacion, una disminucion del
contenido en grupos de derivados fendlicos (totales, derivados secoiridoideos y ortodifenoles)
y una reduccion en la intensidad de amargor a partir de Diciembre en los de la variedad

‘Picual’.

El aceite extraido quimicamente con solventes orgdnicos de la aceituna no presentod
intensidad de amargor alguna, mientras que el obtenido por extraccion fisica presentd una
intensidad “fuerte”. De ello se desprende, que los componentes responsables del amargor no
se hallan presentes en el aceite de oliva contenido en el fruto antes de su extraccion fisica.

Estos deben ser conferidos durante la molturacion y el batido de la pasta de aceituna.

El mantenimiento del fruto en una estufa a 80 °C durante 12 horas indujo una practica
eliminacion del amargor en el aceite extraido. Sin embargo, el nivel de amargor del propio

fruto apenas se modific6. La incorporacion del amargor al aceite, por tanto, se inhibid por la
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aplicacion previa de calor a la aceituna, indicando la intervencion de al menos una actividad

enzimatica termolabil.

La intensidad de amargor de los aceites extraidos fue paulatinamente disminuyendo
conforme progresaba el tiempo de almacenamiento a 5 °C de las aceitunas, sin que se afectase
su categoria comercial. Sin embargo, este descenso no ocurrio de forma similar en las
distintas variedades estudiadas, aunque siempre respondié a un mismo tipo de curva de
segundo grado, requiriéndose al menos un mes de conservacion para reducir la intensidad de

amargor hasta un nivel medio.

El tratamiento a 40 °C mediante transmision del calor por aire durante un tiempo >24
horas, aplicado sobre aceitunas de las variedades ‘Lechin’, ‘Manzanilla’ y ‘Verdial’ (IM
<‘2,0’) provoco una disminucion significativa de la intensidad de amargor en los aceites
extraidos a continuacion, que coincidio linealmente con la reduccion en el conjunto de
compuestos fenolicos derivados del hidroxitirosol (hidroxitirosol, acetato de hidroxitirosol,
FDAO y FAAO), sin que se disminuyera su categoria comercial (“extra”). También indujo

una reduccion de su estabilidad ante la oxidacion.

El mantenimiento a 20 °C durante 72 horas de aceitunas de la variedad ‘Lechin’ (IM
‘1,5’) en un recipiente herméticamente cerrado indujo la formacion de una atmosfera
modificada con un contenido mayor de CO, ¢ inferior de O, que la del aire. Estas condiciones
propiciaron el desarrollo de olores y sabores extrafios en el aceite que se extrajo
posteriormente. La intensidad de estos atributos sensoriales negativos aumenté cuando se

afiadieron 30 ppm de etileno a la atmdsfera y/o cuando el tratamiento se realiz6 a 40 °C.

Los tratamientos térmicos por inmersion de aceitunas de las variedades ‘Manzanilla’,
‘Pico Limon’, ‘Picual’ y ‘Verdial’ (IM < 2,0’) en agua a temperaturas entre 45 y 72 °C
durante tiempos entre 1 y 120 minutos indujeron una reduccidn significativa del amargor
presente en el aceite obtenido posteriormente, sin afectar a su categoria comercial. El
tratamiento también indujo una pérdida de estabilidad ante la oxidacion, una perdida en el
contenido en los diferentes grupos fenolicos y un considerable aumento de la presencia de

clorofilas y carotenos en los aceites.
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En un ensayo a escala industrial con aceitunas ‘Manzanilla’ (IM 0,5), aplicando una
inmersion de 68 °C durante 3 minutos en una pasteurizadora de aceitunas de mesa, se
consigui6 un resultado analogo al experimentado bajo las mismas condiciones a escala de
laboratorio, tanto en la reduccion del amargor, de la estabilidad y del contenido en fenoles del
aceite, como en el mantenimiento de sus pardmetros de calidad dentro de los limites
requeridos para la categoria “extra”, obteniéndose, ademds, un aumento del rendimiento en la
obtencion de aceite. Este tratamiento térmico no indujo un aumento de las concentraciones de
componentes mayoritarios o minoritarios en los aceites que pudiera suponer la pérdida de la
condicién de aceite virgen de oliva. Asi, ni la composicidon en acidos grasos de los aceites
extraidos, ni el contenido total en la composicion de sus esteroles; ni de sus alcoholes lineales
o triterpénicos; ni del contenido en eritrodiol + uvaol, ni el contenido en ceras sobrepasaron
los limites establecidos a consecuencia del tratamiento. Este tratamiento indujo una
disminucién del nimero y contenido de componentes volatiles, no registrandose la aparicion
de ningiin componente nuevo ajeno al control, que pudiera indicar el desarrollo de cualquier

olor extrafio al propio del aceite de oliva virgen.

Las condiciones idoneas de tratamiento por inmersion de frutos en agua caliente
dependen de las condiciones de cada campafia, en que se haya desarrollado el fruto, y de la
variedad empleada. Seria muy arriesgado el empleo a ciegas de las mismas condiciones de
tratamiento de una campafia a otra, sin realizar previamente un tanteo a pequefia escala,
puesto que la aplicacion de temperaturas excesivas y/o tiempos de inmersion demasiado

prolongados pueden inducir la emulsion del aceite durante su proceso de extraccion.

La demora durante 24 horas del procesamiento del fruto después del tratamiento
determind un aumento de la severidad de sus efectos, induciendo una mayor reduccion de las
concentraciones de derivados fenolicos presentes en el aceite o determinando la emulsion de
¢éste durante su extraccion, de la misma forma que si se hubiera empleado un tratamiento mas

prolongado y/o a mayor temperatura.
Los tratamientos a escala industrial con una pasteurizadora de aceitunas de mesa

pueden desarrollar un efecto més drastico que los obtenidos a escala de laboratorio, lo que

debe de ser tenido en cuenta para la seleccion de las condiciones de tratamiento.
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Los tratamientos térmicos por inmersion en agua caliente pueden realizarse a escala
industrial, siendo perfectamente compatibles con las habituales lineas de procesado de la

aceituna de molino.
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