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El olivo y sus componentes

Los origenes del olivo se remontan muy atrds en la historia. Asi
se considera un darbol milenario cuyo cultivo se extendio
ampliamente por toda la zona mediterranea, abarcando Europa,
Africa y Asia Menor, adquiriendo gran importancia para los pueblos
fenicio, romano y drabe. La expansion de su cultivo a América se
produjo en el siglo XVI gracias a los colonizadores espaioles.

La aceituna, fruto del olivo, se utilizd inicialmente para la
extraccion de aceite, sin embargo, existen referencias que datan
del siglo | en las que ya se cita su consumo directo. Ha sido un
alimento importante dentro de la dieta mediterranea. De hecho,
fue un componente basico en el sustento diario de los jornaleros de
los campos andaluz y extremefio durante los siglos XIX y XX.

La preparacién a escala industrial de las primeras aceitunas de
mesa en Espafia, "verdes al estilo espafiol o sevillano" comenzé a
finales del siglo XIX en la provincia de Sevilla, en las localidades de
Dos Hermanas, Alcalda de Guadaira, Morén de la Frontera y el
Arahal, entre otras (Asociacién Espanola de Exportaciones e
Industriales de Aceitunas de MESA, ASEMESA).

Segun el Consejo Oleicola Internacional, Espafia es el primer
pais productor de aceitunas de mesa del mundo (1.311.300
toneladas en la cosecha 2016-2017 aproximadamente), seguido a
mucha distancia de otros paises como Grecia (260.000 toneladas),

Italia (243.000 toneladas), Turquia (177.000 toneladas), Marruecos
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(110.000 toneladas) o Tunez (100.000 toneladas). La produccion
media mundial desde la campana de 2010 asciende a 2.708.900
toneladas, de las cuales 1.275.100 se produjeron en Espafia, es
decir, el 62,2% del total.

En la campafia 2016-2017 la produccién nacional de aceituna de
mesa fue de 745.040 toneladas (Agencia de Informacion y Control
Alimentarios, AICA), alcanzando en Andalucia un total de
590.595,15 toneladas, lo que supone el 79% de la produccion
nacional. En este sentido, Sevilla con 451.700 toneladas, seguida de
Cordoba con 82.660 y Malaga con 49.939, fueron las provincias con
mayor produccion.

En la actualidad, de todos los procesos del olivar y del aceite, el
unico residuo que no se aprovecha es la aceituna no recogida. El
resto de subproductos (hojin, alperujo, alpechin, hueso y orujos) se
reutiliza para algun fin.

El hojin, restos de hojas y ramas finas, se genera como
resultado de la limpieza de la aceituna antes de su procesado. Se ha
utilizado tradicionalmente para alimentacién animal y, mas
recientemente, para producir “compost” (abono natural para la
tierra) junto con otros residuos organicos. Sin embargo, en una
buena parte de los casos constituye un residuo del que su
productor se tiene que deshacer. Actualmente, se esta
promoviendo su uso en plantas de generacion eléctrica a partir de

biomasa, si bien su contenido en humedad, en torno al 40% supone
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un inconveniente para su uso energético. Su poder calorifico se
encuentra en torno a 4.378 kcal/kg de materia seca (Comas, 2012).

Las hojas de olivo se consideran como una materia prima
barata. Historicamente, se han utilizado como un remedio popular
para combatir enfermedades, como la malaria (Khalil y col., 2014).
Mads recientemente, Garcia y col. (2000) demostraron que el
extracto de hoja de olivo tiene la capacidad de bajar la presion
arterial en animales y aumentar el flujo sanguineo en las arterias
coronarias, aliviar la arritmia y prevenir espasmos musculares
intestinales. Micol y col. (2005) senalan la actividad antiviral del
extracto obtenido de las hojas del olivo, Bouaziz y col. (2008)
evidencian sus efectos antioxidantes y Furneri y col. (2002) su
actividad antimicrobiana.

El alperujo es un subproducto de las almazaras que se genera
durante la extraccidn de aceite de oliva por el sistema de dos fases.
Se define como todo aquello que resta de la aceituna molturada si
se elimina el aceite de oliva (Ministerio de Medio Ambiente y
Medio Rural Marino). Presenta una parte sélida, el orujo, y otra
liquida, el alpechin, las cuales pueden ser separadas para su
aprovechamiento o bien se pueden utilizar directamente (Nunes y
col.,, 2016). En el caso del aprovechamiento del alperujo, este
puede ser empleado en alimentacién animal. Otras alternativas, a
la solucion del problema que plantea el alperujo, son su uso en

técnicas de cogeneracion energética o como fertilizante de suelos
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agricolas tras su conversion en “compost”. La normativa a la que
esta sujeta la produccién de alperujo es tanto comunitaria como
nacional (Reglamento 834/07 y el 889/08; Real Decreto 824/2005,
de 8 de julio; Orden, de 20 de julio de 2007). Otro aprovechamiento
interesante del alperujo es la produccion de bioplasticos (Cerrone,
2011). Asi, por ejemplo, los polihidroxi-alcanoatos (PHAs) se usan
como material para fabricar envases de productos farmacéuticos,
para la obtencion de microcdpsulas o nanocapsulas, o por su
utilidad en ingenieria tisular (Ramos Comerzana y Monteoliva
Sanchez, 2000).

El alpechin se caracteriza por ser un liquido acuoso, maloliente,
poco biodegradable y muy contaminante, tanto por su elevada
carga organica como por su contenido graso. Esta compuesto por el
agua de constitucion de la aceituna, el agua adicionada de lavado y
un porcentaje variable de sélido. Actualmente y tras su depuracion
se le estd dando utilidad como fuente de calor y electricidad
(Comision Europea, CORDIS), como fertilizante (Pozzi y col., 2010).
También pude emplearse para obtener levaduras y como
componente en la elaboracion de biocombustibles (Grupo Prof.
Jiménez-Sanchidrian).

El hueso generado en los procesos de obtencidn de aceite de
oliva es un combustible muy adecuado para usos térmicos, debido
a su reducida humedad y elevado poder calorifico. Por otra parte,

Fernandez-Bolanos y col. (1990) lo proponen como fuente de
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material lighocelulésico. El hueso, como subproducto del proceso
de elaboracion del aceite de oliva, también puede destinarse a usos
cosméticos, al poder ser empleado en la elaboracion de productos
exfoliantes destinados a la regeneracion celular de la piel por
eliminacién de las capas superficiales compuestas por células
muertas. También se ha propuesto su uso para eliminar el hierro
del agua usando filtros de hueso de aceituna (Alami, 2010).

El orujo es el residuo sdlido obtenido durante el proceso de
extraccion mecdnica del aceite de oliva virgen extra (EVOO, se
corresponde con la denominacién en inglés). Esta constituido
principalmente del residuo sélido de la pulpa, la piel y el hueso,
semilla de las aceitunas, el aceite retenido en dichos residuos
solidos y agua (Alba Mendoza, 1995; Sanchez-Moral y Ruiz-
Méndez, 2006).

Rodrigues y col. (2015), realizaron una excelente revision del
aprovechamiento de estos subproductos para la obtencién de
compuestos bioactivos de interés en el cuidado de la piel y
cosmeéticos.

Con respecto al aceite, actualmente hay dos tipos de aceites de
orujo de oliva (OPOC) en el mercado, dependiendo del
procedimiento utilizado en su extraccion, es decir, centrifugacién o
extraccion (Sanchez-Moral y Ruiz-Méndez, 2006).

Los procedimientos de extraccion pueden ser quimicos y

mecdanicos. El proceso tradicional de extraccion del OPOC es
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utilizando hexano, un hidrocarburo ligero derivado del petrdleo,
inmiscible con agua. Sin embargo, si los OPOCs se extraen
siguiendo el método tradicional tiene dos inconvenientes
importantes. El primero, que los aceites extraidos tienen una
mayor cantidad de fosfolipidos, ceras y una gran cantidad de
compuestos andmalos, tales como jabones y esteres etilicos. En
segundo lugar, es necesario realizar un secado posterior del orujo a
muy altas temperaturas, por lo que, debido a estas condiciones
drasticas, los OPOCs obtenidos contienen altas cantidades de
hidrocarburos aromaticos policiclicos no usuales (Ledn-Camacho y
col., 2003).

Con objeto de prevenir y/o reducir la presencia de todos estos
componentes en los OPOCs, Artacho (1994) propuso un método
alternativo al uso del solvente, el cual también previene el secado
del orujo. Este método alternativo consiste en una segunda
centrifugacién, después de la separaciéon inicial de EVOO. La
principal ventaja resultante de esta extraccion mecdnica es que el
OPOC contiene altas cantidades de compuestos bioactivos vy
funcionales de enorme interés farmacéutico y cosmético. Ademas,
estos OPOCs presentan minimas cantidades de PAHs y fosfolipidos,
dado que no se usan en el proceso de produccion, ni solventes, ni
etapa de secado posterior.

En los ultimos afios, el interés del aceite de orujo de oliva ha

crecido enormemente debido a que, ademas de poseer todos los
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componentes funcionales del EVOO, contiene una mayor
concentracion de algunos componentes bioactivos presentes en
menor cantidad y que poseen interesantes propiedades para la
salud (Pérez-Camino y Cert, 1999). Entre ellos cabe destacar, de
mayor a menor concentracion:

a) Triacilgliceroles. Componente principal (> 95%).

b) Acidos grasos. Oleico, usado en formulaciones farmacéuticas
y cosméticas; y linoleico y linolénico, implicados en procesos
metabdlicos de la piel, promotores de la formacidon de ceramidas
(Rabionet y col., 2014) y de la actividad de las vitaminas A y E
(Rabasco y Gonzalez, 2000).

c) Acidos triterpénicos. Destacando maslinico y oleandlico con
actividades antimicrobiana y antihiperglucémica (Horiuchi y col.,
2007; Sato y col, 2007) y actividades antitumorales vy
antiinflamatorias (Marquez-Martin y col., 2006; Braga y col., 2007;
Martin y col.,, 2007; Sun y col., 2015). Ya que éstos ultimos
compuestos se encuentran en la piel de la aceituna, no se
presentan en cantidades apreciables en el EVOO (Pérez-Camino y
Cert, 1999).

d) Materia insaponificable. Esta constituida por:

a. Escualeno. Es uno de los mejores emolientes
naturales que posee propiedades antioxidantes debido a su
estructura isopreno (Reddy y Couvreur, 2009) y, ademas,

incrementa la hidrataciéon de la piel, disminuyendo la pérdida de
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agua (Huangy col., 2009).

b. Alcoholes alifaticos. Impiden la liberacién de varios
mediadores inflamatorios (Fernandez-Arche y col., 2009).

c. Esteroles y alcoholes terpénicos, entre ellos el
eritrodiol y el uvaol. Tienen efectos positivos en los procesos
inflamatorios (Marquez-Martin y col., 2006).

Sin embargo, debido a la alta acidez del OPOC, éste no puede
ser utilizado como tal en el campo farmacéutico. Esta es la razén
por la que tiene que someterse a un proceso de refinado para
eliminar los componentes menores o compuestos que afectan a la
estabilidad del aceite (De Greyt y Kellens, 2000), intentando al
mismo tiempo que haya las pérdidas mas pequenas de los
compuestos bioactivos (Ruiz-Méndez y col, 2013).

Existen dos tipos de refinado: el quimico (Q) y el fisico (F). en la
actualidad, el proceso de refinado quimico es el método comun de
refinado de los OPOCs. Se lleva a cabo en varias etapas:
desgomado, neutralizaciéon, winterizacién, decoloracion vy
desodorizacion (Antonopoulos y col, 2006). El principal
inconveniente del refinado quimico es la etapa de neutralizacion ya
que al ser necesario usar sosa caustica, ésta elimina, ademas de los
acidos grasos libres, los compuestos bioactivos, como acidos
triterpénicos, presentes en el aceite (Servege, 1983).

Es por ello que, Ruiz-Méndez y col. (2010) propusieron los

procedimientos de refinado fisicos ya que las pérdidas de

10
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compuestos bioactivos son minimas. En el refinado fisico, los
aceites vegetales pueden ser neutralizados por destilacion de
acidos grasos libres a altas temperaturas, bajas presiones y con
corriente de vapor. Esto permite mantener en el aceite
desodorizado (OPOD) los compuestos bioactivos de baja volatilidad
y de ese modo obtener aceite con gran interés farmacéutico y
cosmético. Sin embargo, el refinado fisico solo se puede aplicar
después de la extraccion mecanica, debido a que el OPOC obtenido
por extraccion quimica tiene alto contenido en clorofila, fosfatidos,
carotenos y otros contaminantes, los cuales no se pueden eliminar

por simples medios fisicos (Amelotti, 1987).

Enfermedades inflamatorias crénicas de la piel

Las enfermedades inflamatorias crénicas de la piel constituyen
un grupo importante de afecciones dermatoldgicas, siendo de
naturaleza y caracteristicas muy diferentes. Las que mas
prevalencia tienen en la poblacion son: la psoriasis, la dermatitis
atdpica, la dermatitis seborreica, la xerosis y la dermatitis alérgica
de contacto.

La psoriasis es una enfermedad comun de la piel, crénica,
recidivante y caracterizada por la participacion predominante de la
piel, las unas y las articulaciones (El-Gharabawy y col., 2017). Se
considera una enfermedad inflamatoria cronica, mediada por el

sistema inmunitario de la piel, si bien estudios recientes sobre su

11
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fisiopatologia han desplazado la idea de que la psoriasis es una
"enfermedad de la piel" por la de una "enfermedad sistémica
mediada por células T" (EI-Gharabawy y col., 2017). Presenta una
prevalencia del 0,2-2% dependiendo de la poblaciéon de origen
(Parisi et al., 2013), aceptandose una serie de factores de riesgo
como: antecedentes familiares y ambientales, tabaquismo, estrés,
obesidad y consumo de alcohol (Huerta et al., 2007). Los sintomas
que presentan varian desde la aparicion de pocas escamas
dispersas de color rojo hasta placas en casi toda la superficie
corporal. El grado de gravedad depende de factores hereditarios y
ambientales, y puede empeorar progresivamente con la edad
(Lebwohl, 2003). La psoriasis causa considerable discapacidad
psicosocial y tiene un gran impacto en la calidad de vida de los
pacientes (Feldman y col., 1997; Rapp y col., 1999), asociandose
incluso con enfermedades depresivas, cardiovasculares y una
artritis seronegativa conocida como artritis psoridsica (Griffiths y
Barker, 2007). Por todo ello, el costo es alto tanto para los
pacientes como para los sistemas de salud (Javitz y col., 2002),
haciéndose incluso eco de ello muy recientemente la prensa

(Emergen Andalucia, 2016).

12
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Figura 1.- Ejemplo de psoriasis

La dermatitis atopica (DA) (también conocida como eczema
atdpico) es una enfermedad inflamatoria crénica de la piel que se
caracteriza por prurito intenso y lesiones eczematosas recurrentes
(Levy et al., 2015). Aunque a menudo comienza en la infancia y
afecta a 2 de cada 10 nifios, también es muy frecuente en adultos.
Es la principal carga de salud no mortal atribuible a enfermedades
de la piel, ya que inflige una carga psicosocial sustancial en los
pacientes y en sus familiares, y aumenta el riesgo de alergia a los
alimentos, asma, rinitis alérgica, otras enfermedades inflamatorias
inmunitarias y trastornos de salud mental (Weidinger y Novak,
2016). La etiopatogenia de la DA no es del todo conocida
(Engebretsen y col., 2016). Ademas de factores genéticos, los de
estrés exdgenos de la piel pueden comprometer la funcién de
barrera de la piel y aumentar el riesgo de DA. Por ejemplo, las
condiciones climaticas tales como baja humedad ambiental, baja
temperatura y una reduccion de la radiacion ultravioleta (UV)

afectan negativamente a la barrera cutdanea y aumentan el riesgo

13
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de padecer DA (Thyssen y col., 2015; Engebretsen y col., 2016;
Engebretsen y col.,, 2017). La DA afecta del 10 al 30% de la
poblacidn pediatrica y del 1 al 3% de la poblacion adulta. Ademas,
los pacientes que aparentemente han superado la enfermedad
contindan teniendo la denominada “piel hiperreactiva sensible” y
pueden tener recurrencias después de largos periodos sin sintomas

(Garmhauseny col., 2013).

Figura 2.- Ejemplo de dermatitis atopica

La Xerosis o la piel extremadamente seca es un trastorno
cutaneo de alta prevalencia en la poblaciéon general, incluidos los
pacientes con terapias contra el cancer (Valentine et al., 2015). Se
caracteriza clinicamente por una piel aspera, descamativa y
habitualmente pruriginosa. Un estrato corneo sano contiene, en
condiciones normales, un 15-20 % de agua. Cuando esta cantidad
es inferior al 10 % se forman escamas visibles y la piel adquiere un
aspecto xerético o de piel seca (Barco y Giménez-Arnau, 2008). Es
por ello que, tradicionalmente, las sustancias humectantes, las

oclusivas y los emolientes han sido, y seguiran siendo, el pilar de los

14
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tratamientos médicos y cosméticos para la piel xerdtica (Rawlings y
col.,, 2008). Thyssen y Elias (2012), en un estudio realizado en
Australia, sefialan que la xerosis es dependiente de la latitud del
lugar de residencia y que la prevalencia es mayor en un clima mas
fresco y templado. Ademas, ciertas dermatosis como la dermatitis
atopica cursan con este trastorno, aunque puede presentarse en
individuos sanos (Barco y Giménez-Arnau, 2008). Se estima que la
xerosis, piel extremadamente seca generalizada o difusa, afecta al
75 % de los individuos mayores de 75 afios y que es la causa mas
frecuente de prurito. Esta sequedad cutanea afecta a la calidad de
vida del paciente y, cuando es grave, puede interferir en la
productividad laboral, en especial cuando se localiza en las manos

(Burdette-Taylor, 1995).

Figura 3.- Ejemplo de xerosis

La dermatitis seborreica (SD) es denominada “kabaala kuttam”
en la India (Thambyayah y Amuthan, 2015). Se trata de una
enfermedad inflamatoria crénica y recidivante con una prevalencia

del 3 al 5%, afectando mas a hombres adultos que a mujeres y es
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frecuente que se presente después de los 50 afios de edad (Plewig
y col.,, 2008; Kawasaki y Kawana, 2014). Su aparicion en etapa
infantil es transitoria y, a menudo, se resuelve dentro de los
primeros 3 6 4 meses de vida (Chang y col., 2014). Se distribuye
principalmente de forma simétrica en areas ricas en glandulas
sebdceas, siendo la cara, las orejas, el cuero cabelludo y la parte
superior del tronco, las areas mas comunmente afectadas (Balighi y
col., 2016). El tratamiento para SD depende de muchos factores
incluyendo la localizacién en el cuerpo, si bien, se ha demostrado
que incluir sustancias antiinflamatorias tdpicas, son eficaces en el
tratamiento (Ramos y col., 2014; Balighi y col., 2016). Asi, se han
utilizado diferentes compuestos antiinflamatorios, antifungicos y

queratoliticos, sélos o en combinacidn (Tehraniy col., 2014).

Figura 4.- Ejemplo de dermatitis seborreica

La dermatitis alérgica de contacto Se encuadra en una
respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado, que afecta entre
el 15y el 20% de la poblacion general en todo el mundo (Honda et

al., 2013; Kostner et al., 2017).
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En consecuencia, aunque todas estas enfermedades
inflamatorias de la piel no son afecciones graves, si que
comprometen en gran medida la calidad de vida de los pacientes

durante afos, creando ademas serios problemas socioeconémicos.

Figura 5.- Ejemplo de dermatitis alérgica de contacto
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OBJETIVOS

La obtencion de nuevas formulaciones dermatoldgicas para el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias de la piel,
constituye un importante reto, dado la repercusién social y
econdmica que esto conlleva. Ademas, el uso del aceite de orujo de
oliva como materia prima para tal fin, representa una importante
novedad tanto en el campo farmacéutico como cosmético. Por ello
y teniendo en cuenta lo antes mencionado, el objetivo de esta Tesis
Doctoral ha sido la evaluacion del aceite de orujo para su uso en
formulaciones dermatoldgicas. Para ello, se procedid a la obtencion
de diferentes aceites de orujo de oliva por distintos procedimientos
de extraccion y refinacién. A continuacién, fueron caracterizados y
comparados con el fin de seleccionar el método de procesado que
conlleve las menores pérdidas de compuestos bioactivos.
Posteriormente, se selecciond como materia prima el aceite con
mayor contenido en compuestos bioactivos para disefar vy
desarrollar las formulaciones dermatoldgicas mas adecuada para el
estado y tipo de piel en estudio. Ademds, se realizaron las
caracterizaciones reoldgicas, los andlisis de los perfiles de textura
(TPA) y el estudio de la liberacion y la determinacion del contenido
de compuestos bioactivos. Igualmente, se determiné la estabilidad
durante 90 dias de almacenamiento a distintas temperaturas,
realizdndose nuevamente todos los estudios, con la finalidad de
seleccionar las mejores formulaciones para su uso en el

tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas de la piel.
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Para ello, esta Tesis Doctoral se ha estructurado en cuatro
capitulos con el objetivo de favorecer la comprension del trabajo

realizado.

CAPITULO I. Caracterizacién fisico-quimica y reoldgica de los
aceites de orujo de oliva.

Dado que no se encontraron referencias bibliograficas sobre
este tema, se comienza esta Tesis, como no podia ser de otra
forma, con el estudio de las caracteristicas y el comportamiento
reoldogico del aceite de orujo de oliva crudo extraido por
procedimientos quimicos y mecdanicos durante un periodo de

cosecha determinado.

CAPITULO II. Influencia de los procesos de refinado sobre la
composicion cuantitativa de compuestos bioactivos, reologia y
textura del aceite de orujo de oliva para formulaciones
dermatoldgicas.

En este capitulo se lleva a cabo el estudio de la influencia de
tres procesos de refinado, quimico, fisico clasico y fisico por
destilacion molecular a diferentes temperaturas, en la composicién
de los compuestos bioactivos de dos tipos de aceite de orujo de
oliva, uno procedente de extraccion quimica y otro de la mecanica.
La seleccidn del mejor método de refinado se hizo después de una

determinacion analitica de los compuestos bioactivos. Ademas, se
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realizaron los analisis reoldgico y de textura de los aceites
obtenidos, con el fin de caracterizarlos mecanicamente para uso en

alteraciones dermatoldgicas.

CAPITULO III. Influencia de las condiciones de los procesos de
refinado fisico para el enriquecimiento de los compuestos
bioactivos del aceite de orujo de oliva.

En el capitulo anterior se concluyé que el mejor método de
refinado es el fisico por destilacién molecular; sin embargo, se
observé que era necesario mejorar las condiciones de trabajo del
proceso de refinado por destilacién molecular para reducir la acidez
y conseguir las menores pérdidas de los compuestos bioactivos. Por
ello en este capitulo, el aceite de orujo de oliva obtenido por
extraccion mecanica se sometid a un proceso de refinado fisico
mediante dos procedimientos: a) destilacion molecular en vacio y a
distintas temperaturas (190 a 2659C) y b) destilacién por pelicula
descendente (a escala industrial). Igualmente, la seleccién del
mejor proceso de refinado se realizé en base a la determinacién
analitica de los compuestos bioactivos por cromatografia de gases.
Finalmente, la caracterizacidon reoldgica y el andlisis de los perfiles
de textura se estudiaron para la caracterizacion mecdnica de los

aceites de orujo de oliva.
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CAPITULO IV.- Aceite de orujo de oliva. Nueva materia prima
para el disefio y desarrollo de formulaciones dermatoldgicas para
el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas de la piel.

En el capitulo anterior se obtuvieron dos aceites de orujo de
oliva, uno por destilacion molecular (OPOD MD) y otro por
destilacion en pelicula descendente (OPOD FF), ambos con una alta
cantidad en compuestos bioactivos. Por ello, el objetivo de este
capitulo fue el disefio y desarrollo de dos formulaciones
dermatoldgicas (aceites secos y emulsiones O/A) con cada uno de
los aceites, OPOD MD y OPOD FF. Seguidamente, se compararon
con el fin de elegir las mejores formulaciones para el tratamiento

de enfermedades inflamatorias crénicas de la piel.
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CAPITULO |

CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA Y REOLOGICA DE LOS
ACEITES DE ORUJO DE OLIVA

European Journal of Lipid Science and Technology.
2015, 117: 87-91
C.A. Sanchez-Gutiérrez, M. Casas, M.J. Lucero and

M.V. Ruiz-Méndez
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I.1. INTRODUCCION

La caracterizacidn reoldgica de los aceites es de gran
importancia para poder ampliar su ambito de aplicacion. La
reologia es la ciencia que estudia la deformacién vy el flujo de los
materiales y describe la relaciéon entre los parametros fuerza,
deformacidn y tiempo (Barnes y col., 1989). Asi, con los estudios en
cizalla oscilatoria se puede determinar la regidn viscoelastica lineal
de la muestra, lo cual es necesario para asegurar las condiciones no
destructivas de la muestra y, con ello mediante barridos de
frecuencia, poder separar las componentes elastica y viscosa de
este tipo de fluidos. Ademas, realizando los estudios reoldgicos en
cizalla rotacional se pueden obtener informacion de la viscosidad y
del comportamiento de flujo del material. A partir de las
representaciones graficas de las curvas de flujo o de viscosidad
(esfuerzo de cizalla (Pa) versus velocidad de cizalla (1/s) o
viscosidad (Pa.s) versus velocidad de cizalla (1/s)) se pueden aplicar
modelos matematico tedricos que proporcionan parametros que
identifican el comportamiento reoldégico de los materiales
(Schramm, 1994).

La caracterizacion reoldgica de los aceites vegetales es
necesaria para su aplicaciéon en diferentes sectores. Asi por
ejemplo, es de destacar, dentro del campo de la Bromatologia, los
estudios de las grasas solidas y de cristalizacion del aceite de palma

con respecto a la temperatura (De Graef y col., 2008) o la absorcién
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de aceite durante el proceso de fritura (Maskan, 2003; Santos y
col., 2004; Kim y col., 2010;). Pero también, son importantes para
usos no alimenticios, tal como en biocombustibles biodegradables
(Doll y col., 2008), y en el campo farmacéutico para el disefio,
desarrollo, optimizacion y control de calidad de nuevas
formulaciones (Jiménez-Kairuz y col., 2002; Chouaibiy col., 2012).

El aceite de oliva es el zumo extraido por medios mecanicos,
que separan las diferentes partes que conforman su estructura:
solido (orujo), aceite y agua de vegetacion. El aceite obtenido a
partir del residuo sélido, constituido principalmente por pulpa,
cascara, semilla y el olivo, se llama aceite de orujo de oliva. El aceite
de orujo se almacena en grandes tanques, donde su deterioro
aumenta con el tiempo de almacenamiento (Ramos Hinojosa y Ruiz
Méndez, 2004).

Actualmente, existen dos tipos de aceites de orujo de oliva en el
mercado, dependiendo del procedimiento utilizado en su
extraccion, es decir, si es por centrifugacién o por extraccién con
disolvente (Sanchez-Moral y Ruiz-Méndez, 2006). El interés
generado por este aceite estd creciendo gradualmente por su valor
econdmico y porque contiene todos los compuestos funcionales
presentes en el aceite de oliva virgen (Rodriguez-Rodriguez y col.,
2009; Valero Mufioz y col., 2014). Algunos de los componentes
menores del aceite de oliva estdn presentes incluso en

concentraciones mas altas en el de orujo, tal es el caso de los
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triterpénicos (Pérez-Camino y Cert, 1999) con aplicacién directa en
sectores tan diversos como el de Alimentacién, Cosmética y

Farmacia.

.2. OBIJETIVO

Dado que no se han encontrado referencias bibliograficas sobre
este tipo de caracterizacion fisica del aceite de orujo de oliva, el
objetivo de este Capitulo se centrd en la caracterizaciéon quimica y
reoldgica del aceite de orujo de oliva crudo, extraido por medios

mecanicos y quimicos.

I.3.  MATERIALES Y METODOS
1.3.1. Materiales

Los aceites de orujo de oliva (OPOC) objeto de estudio se
obtuvieron durante el periodo de cosecha 2012/2013:

- 5 muestras obtenidas por centrifugacién (febrero, abril, julio y
diciembre de 2012 y marzo de 2013).

- 5 muestras obtenidas por extraccion con disolventes (febrero,
abril, julio y diciembre de 2012 y marzo de 2013).

También se utilizaron los siguientes reactivos y solventes de
calidad analitica: acetona, acetonitrilo de grado HPLC, dietil éter,

etanol e hidréxido sddico (Panreac SA, Barcelona, Espaiia).
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1.3.2. Métodos
1.3.2.1. Caracterizacion quimica
La acidez y la composicion de los triglicéridos (TAG) se
determinaron por triplicado siguiendo los métodos del Reglamento

CEE N2 2568/91 (Regulacion Europea (EU) N2 1348/2013).

1.3.2.2. Caracterizacion reologica

Los ensayos reoldgicos se realizaron mediante un reémetro de
estrés controlado (AR-2000, TA Instruments, New Castle, USA) y un
sensor con geometria plana de 60 mm de diametro y superficie lisa.
La temperatura del ensayo se mantuvo constante mediante una
placa Peltier (25+0.1°C). Los OPOC se sometieron a un protocolo
experimental que se inicid con el estudio en cizalla oscilatoria
dindmica. En primer lugar, se determind la region viscoelastica
lineal a través de los barridos de estrés oscilatorio a 1 Hz de
frecuencia y con un porcentaje de tolerancia del 1% y tiempo
maximo de adquisicidon de datos de 120 s. Asi se determind un
estrés oscilatorio, dentro de la zona plateau, y el estrés critico (t.)
por encima del cual se pierden las condiciones no destructivas v,
por tanto, la muestra se deforma reoldgicamente. A continuacion,
se llevé a cabo un barrido de frecuencia, al esfuerzo oscilatorio
seleccionado, en el rango de 0.01 a 628.3 rad.s™. El andlisis de los
resultados se basé en el perfil de las componentes elastica (G') y

viscosa (G"), también llamadas moédulos de almacenamiento y de
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pérdida, respectivamente.

Por otra parte, se realizaron los ensayos en cizalla rotaciones
para obtener las curvas de flujo y/o de viscosidad y asi poder
identificar y cuantificar el comportamiento de flujo de los aceites.

Las curvas se ajustaron a los diferentes modelos tedricos
reoldgicos, en concreto a los de Ostwald-De Waele o Power Law
(Ecuacioén. I.1) y Herschel-Bulkley (Ecuacion. I.2) (Schramm, 1994).

T=Ky" Ecuacién 1.1
T=To+Ky" Ecuacioén 1.2

Donde T es el esfuerzo de cizalla, ty representa el esfuerzo
umbral plastico, K es el indice de consistencia y n es el indice de
flujo (n=1 para los fluidos Newtonianos y n=1 para fluidos no-
Newtonianos, los cuales serdn pseudopldsticos si n<1 y dilatantes si
n>1).

En todos los ensayos, cada medida se realizé por triplicado,

dando su validez cuando las curvas eran superponibles.

1.3.2.3. Andlisis del perfil de textura (TPA)

Las propiedades de textura de los OPOC se determinaron con el
analizador de textura TA.XT2i (Stable Micro Systems Ltd., Surrey,
Reino Unido) controlado mediante un software. El protocolo de
trabajo comienza aplicando una compresion uniaxial generada por
una célula de carga de 5 kg, con el fin de insertar una sonda cénica

(HDP/SR, Stable Micro Systems) en el receptor complementario de
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la misma que contenia 8 £ 0.1 g de cada uno de aceites. La sonda se
colocd a una altura de 17 mmy, en el momento de contactar con la
muestra dentro del receptor, penetrd a una velocidad de 2 mms™.
A partir de las graficas fuerza-distancia o fuerza-tiempo obtenidas,
se determinaron la firmeza (fuerza maxima requerida para evacuar
el contenido del receptor y que se acoplen las dos parte de la
sonda), cohesividad (area bajo la curva positiva que refleja el
trabajo requerido para deformar el producto durante Ia
penetracion de la sonda) y adhesividad (area bajo la curva negativa
que recoge el trabajo necesario para superar las fuerzas de
atraccion entre las superficie del aceite y de la sonda) (Lucero y col.,

2011).

I.4.  RESULTADOS Y DISCUSION
1.4.1. Caracteristicas quimicas de los aceite de orujo de oliva
Los aceites vegetales estan constituidos principalmente por
TAG, en concentraciones de practicamente el 99%. La composicidn
y distribucion de los acidos grasos en las estructuras de los TAG
influyen en el comportamiento tecnoldgico de las grasas y de los
aceites. La Tabla I.1 muestra la acidez y la composicién de
triglicéridos expresada en el numero de carbonos equivalente
(ECN) de los OPOC extraidos por medios tanto mecanicos como
quimicos.

Como era de esperar, la acidez aumentd con el tiempo de
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almacenamiento (Ramos Hinojosa y Ruiz Méndez, 2004), aunque
sorprendentemente, las muestras del 12 de diciembre mostraron
menor acidez que las del 13 de marzo.

Los OPOC extraidos por disolvente presentaron mayor
proporcion de TAG de acidos grasos insaturados, como LLL, OLnL,
LOL, PLO y POL (P, palmitico; Po, palmitoleico; S, estedrico; O,
oleico; L, linoleico; Ln, linolénico; y A, araquidico), mientras que los
OPOC extraidos por centrifugacion mostraron mayores contenidos
de 0O0Q, siendo el incremento promedio del 6.9%. Sin embargo, de
febrero a marzo, se produjo un aumento gradual del contenido de
000, siendo el incremento del 9.7% en las muestras de OPOC
extraidas por medios mecanicos y, aun mas, en los OPOC extraidos
con disolvente (13.5%). De acuerdo con Fuentes de Mendoza y col.,
(2013), estas diferencias pueden atribuirse a la madurez de la
aceituna. Sus hallazgos indican diferencias significativas en la
composicion de acidos grasos con la madurez de los frutos, con una
clara tendencia a aumentar la concentracion de acidos grasos
monoinsaturados totales (MUFA) con el indice de madurez vy, al
mismo tiempo, una tendencia a la disminucién de los contenidos

en acidos grasos poliinsaturados totales (PUFA).
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Tabla 1.1.- Acidez (% de dcido oléico) y composicidn de triglicéridos (%, TAG) de las

muestras de aceite de orujo de oliva durante todo el periodo de cosecha 2012/2013 (P,

palmitico; Po, palmitoleico; S, estearico; O, oleico; L, linoleico; Ln, linolénico; y A,

araquidico).
OPOC Febrero12  Abril 12 Julio 12 Diciembre 12 Marzo 13
Extraccion mecanica
Acidez (%) 241 6.33 11.76 2.81 6.08
LLL 0.36 0.42 0.66 0.36 0.46
OLnL 0.33 0.30 0.40 0.25 0.28
PLnL 0.06 0.14 0.21 0.12 0.12
LOL+OLnO 2.80 2.94 2.13 1.86 2.39
PLL 1.94 1.91 1.98 1.87 1.84
PLnO 0.47 0.47 0.49 0.55 0.47
LoL 15.33 15.59 11.97 11.46 13.98
PLO 5.31 5.57 5.37 5.01 5.04
000 43.72 44.00 42.40 45.71 47.97
SLO+POO 20.16 19.51 23.52 22.96 18.30
POL 2.07 2.00 2.87 2.60 1.64
SO0 6.25 6.09 6.49 6.00 6.54
SLS+POS 1.19 1.08 1.51 1.24 0.97
Extraccion quimica
Acidez (%) 6.31 11.83 12.49 6.03 20.70
LLL 0.74 0.79 0.85 0.69 0.91
OLnL 0.33 0.39 0.40 0.41 0.51
PLnL 0.10 0.17 0.14 0.02 0.22
LOL+OLnO 3.78 3.77 3.20 2.95 2.23
PLL 2.17 2.11 2.04 2.02 1.56
PLnO 0.48 0.44 0.49 0.50 0.57
LoL 15.32 15.54 13.86 12.88 11.15
PLO 6.92 6.44 6.09 6.12 4.07
000 39.55 40.62 41.27 42.00 44,91
SLO+POO 21.21 20.41 21.93 22.85 22.97
POL 2.62 2.33 2.64 2.87 2.74
SO0 5.58 5.82 5.83 5.47 6.62
SLS+POS 1.20 1.16 1.27 1.21 1.54
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1.4.2. Caracterizaciones reologica y de textura de los aceites
de orujo de oliva

La Figura I.1 muestra los resultados obtenidos en el ensayo de
cizalla oscilatoria de los OPOC. El barrido de esfuerzo oscilatorio
esta disenado para determinar la region viscoelastica lineal en
donde los médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”)
tienen que tener una zona plateau con valores constantes e
independientes de la tension oscilatoria aplicada a la frecuencia de
1 Hz (Pérez-Camino y Cert, 1999). Después de seleccionar un
esfuerzo oscilatorio de 0.03 Pa en esta regidn, se realizaron los
consiguientes barridos de frecuencia. En todas los OPOC, las
componentes elasticas (G’) y viscosas (G”’) aumentaron con la
frecuencia aplicada en el rango ensayado, siendo G” siempre
superior a G'. Por lo tanto, todos los OPOC fueron fluidos
viscoeldsticos con predominio de la componente viscosa. Sin
embargo, hubo una excepcion en los OPOC extraidos por
centrifugaciéon. En concreto, la muestra recogida el 12 de julio
presenta una componente eldstica (G’), que estaba por encima de
la viscosa (G”). Esta muestra, ademads, mostré un punto de corte de
las curvas (conocido como punto de reticulacion), a un valor de
frecuencia de 1.909 rad/s y de G’=G” de 1.925 Pa, a partir del cual

comenzo el predominio de G”.
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Figura I.1.-. Barrido de frecuencia del aceite de orujo de oliva crudo obtenido por

extraccion mecdnica (A) y por extraccion quimica (B).

A continuacion, los OPOC se sometieron el estudio en cizalla
rotacional. A través de las curvas de viscosidad, viscosidad frente a
la velocidad de cizalla,

comportamiento del flujo de los aceites (Figura 1.2).
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Figura 1.2.- Curvas de viscosidad de los aceites de orujo de oliva crudo obtenidos

por extraccion mecdnica (A) y por extraccion quimica (B).

Se observa que todos los OPOC, tanto los obtenidos por medios
mecanicos (Figura 1.2A) como por medios quimicos (figura 1.2B)
mostraron ser fluidos no Newtoniano y con flujo pseudoplastico, en

donde la viscosidad disminuye con el aumento de la velocidad de
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cizalla y consecuentemente el sistema se hace cada vez mas fluido.
Tras aplicar los diferentes modelos tedricos reoldgicos, el
comportamiento de los diferentes OPOC presentd buenos ajustes a

los de Power Law y Herschel-Bulkley (Schramm, 1994), (Tabla I.2).

Tabla 1.2.- Pardmetros reoldgicos obtenidos para los aceites de orujo de oliva

tras el ajuste a los modelos tedricos

Parametros reoldgicos
oPOC

To(Pa) K (Pa-s) n SE

Extraccion mecanica Modelo de Herschel-Bulkley

feb-12 0.014 0149 0911 1317
Apr-12 0.007 0.200 0.884 1.406
jul-12 0.064 0.299 0.849 2.197
Dec-12 0.009 0.058 0.998 0.865
mar-13 0.299 0.212 0.858 2.257
Extraccion quimica Modelo de Power Law
feb-12 0.118 0.939 2117
Apr-12 0.090 0.954 1.177
jul-12 0.113 0.928 1.962
Dec-12 0.081 0.977 1.402
mar-13 0.151 0.904 1.967

Ambos tipos de OPOC presentaron valores de n <1,
confirmando asi su comportamiento pseudoplastico. La principal
diferencia reoldgica observada entre los aceites fue que los
obtenidos por extraccion mecanica se ajustaron mejor al modelo
de Herschel-Bulkley, mientras que los extraidos por disolvente lo
hicieron al de Power Law. Ambos modelos son similares ya que el

primero es una modificacién del segundo, lo importante es que a
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través de Herschel-Bulkley se puede determinar el esfuerzo umbral
por encima del cual el OPOC comienza a fluir (tp), indicando el
grado de plasticidad.

Este parametro, por consiguiente, sélo se pudo cuantificar en
los OPOC obtenidos por extraccion mecanica.

De los resultados obtenidos a partir del indice de consistencia
(K), se concluyéd que los aceites obtenidos por extraccidon con
disolvente fueron mas uniformes y presentaron valores de
viscosidad mas bajos a lo largo del periodo estudiado que los

aceites extraidos por centrifugacion.

Tabla 1.3.- Andlisis de los perfiles de textura (TPA) de los aceite de orujo de oliva

crudo

Parametros de TPA

OPOC
Firmeza (N)  Cohesividad (Ns) Adhesividad (Ns)

Extraccion mecanica

feb-12 1.69 0.54 0.29
Abr-12 1.00 0.36 0.15
Jul-12 0.33 0.16 0.20
Dic-12 2.08 0.55 0.16
Mar-13 1.45 0.49 0.21
Extraccion quimica
Feb-12 1.50 0.55 0.25
Abr-12 0.83 0.29 0.09
Jul-12 1.18 0.30 0.17
Dic-12 0.93 0.35 0.19
Mar-13 0.06 0.08 0.04

La Tabla I.3 muestra los resultados obtenidos en el analisis de
los perfiles de textura de todos los OPOC. Las fuerzas de cohesion y

adhesion fueron, en general, superiores para los aceites extraidos
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por centrifugacidon, ademas de ser independientes del periodo de

recoleccion.

I.5. CONCLUSIONES

Es la primera vez que se realiza un estudio de caracterizacién
reoldgica al aceite de orujo de oliva crudo. El tipo de extraccion del
aceite (por centrifugacion o por extraccidon con disolventes) mostré
un gran impacto en el comportamiento reolégico. Ambos tipos de
aceites fueron fluidos viscoelasticos, con predominio de la
componente viscosa, y tuvieron un comportamiento de flujo
pseudoplastico. Sin embargo, los aceites extraidos por
centrifugacién mostraron un cierto grado de plasticidad
determinada por el mejor ajuste al modelo de Herschel-Bulkley,
mientras que los aceites obtenidos mediante extraccion con
disolventes se ajustaron mejor al modelo de Power Law. Por
consiguiente, se pudo concluir que el proceso de extraccion afecta
a la plasticidad de los aceites de orujo de oliva.

Se ha demostrado que el aceite de orujo de oliva obtenido por
extraccion mecanica tiene un mayor porcentaje de los compuestos
bioactivos principales (triacilgliceroles), pero que debido a su
elevada acidez no se puede utilizar como materia prima en el

campo farmacéutico.
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I.1.  INTRODUCCION

La aceituna, fruto del olivo, se somete a procesos de extraccion
mecanica con el fin de separar los diferentes componentes que la
constituyen: fruto, residuo sélido (denominado orujo), aceite de
oliva virgen extra (EVOO) y agua vegetal. Desde muy antiguo, el
EVOO se ha usado como producto natural en formulaciones tanto
para el cuidado de la piel como en Cosmética (Draelos, 2011). Por
el contrario, el aceite crudo obtenido del orujo de la oliva (OPOC) o
bien se descarta o, como mucho, se usa en otros campos
tecnoldgicos. Sin embargo, en los ultimos afios, el interés de este
aceite ha crecido enormemente debido a que, ademads de poseer
todos los componentes funcionales del EVOO, contiene una mayor
concentracion de algunos compuestos menores (Pérez-Camino vy
Cert, 1999).

De entre ellos cabe destacar, de mayor a menor concentracion:

» Triacilgliceroles como componente principal (> 95%).

> Acidos grasos. El oleico que es usado en formulaciones
farmacéuticas y cosméticas y los acidos linoléico y linolénico que
influyen en los procesos metabdlicos de la piel, promueven la
formacion de ceramidas (Rabionet y col., 2014) y la actividad de las
vitaminas Ay E (Rabasco y Gonzalez, 2000).

> Acidos triterpénicos, en particular el maslinico y el
oleandlico, ya que poseen actividades antitumorales,

antiinflamatorias y bactericidas (Suny col., 2015).
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» Materia insaponificable constituida por el escualeno que es
usado como emoliente para mantener la piel suave y, ademas,
tiene propiedades antioxidantes debido a su estructura isopreno
(Reddy y Couvreur, 2009). Los alcoholes alifaticos reducen la
liberacién de varios mediadores inflamatorios (Fernandez-Arche y
col,, 2009); y finalmente, los esteroles y alcoholes terpénicos
(eritrodiol y uvaol) con efectos positivos en los procesos
inflamatorios (Marquez-Martin y col., 2006).

Para obtener el aceite de orujo de oliva (OPOC) se usan
procedimientos de extraccion mecdanicos y quimicos. En el capitulo
anterior de esta Tesis Doctoral (Sanchez-Gutiérrez y col., 2015) se
demostré que la extraccion mecanica proporciond un mayor
porcentaje de los compuestos principales (triacilgliceroles). Sin
embargo, debido a la alta acidez del OPOC, éste no puede ser
utilizado como materia prima en el campo farmacéutico. Esta es la
razén por la que el OPOC tiene que someterse a un proceso
posterior de refinado, intentando al mismo tiempo que haya las
minimas pérdidas de los compuestos bioactivos (Ruiz-Méndez y col,
2013).

Existen dos tipos de refinado: quimico (Q) y fisico (F), ambos
con diferentes etapas. El método mas comun de refinacion del
aceite es mediante una reaccidén con una solucion alcalina, ya que
se neutralizan los acidos grasos libres (refinado quimico). Ruiz-

Méndez y col. (2010) demostraron que, con los procedimientos
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fisicos, las pérdidas de compuestos bioactivos (acidos triterpénicos
en el OPOC) eran muy pequefias. En el refinado fisico, los aceites
vegetales pueden ser neutralizados por destilacion de acidos grasos
libres a altas temperaturas, bajas presiones y con corriente de
vapor. Sin embargo, el refinado fisico sdlo se puede aplicar después
de la extraccion mecdnica, debido a que el OPOC obtenido por
extraccidon quimica tiene un alto contenido en clorofila, fosfatidos,
carotenos y otros contaminantes, los cuales no se pueden eliminar

por simples medios fisicos (Amelotti, 1987).

Il.2. OBIJETIVO

En este Capitulo se ha llevado a cabo el estudio de la influencia
que tienen tres procesos de refinado distintos (quimico, fisico
clasico y fisico por destilacidn molecular a diferentes temperaturas)
sobre la composicion de los compuestos bioactivos de dos tipos de
aceite de orujo de oliva, uno procedente de extraccion mecanica y
otra de extraccidon quimica. Tras la determinacion analitica de los
compuestos bioactivos se llevd a cabo la seleccidn del mejor
método de refinado. Ademas, se realizaron los analisis reoldgico y
de textura de los aceites obtenidos con el fin de su caracterizacion

mecdnica para uso en aplicaciones dermatoldgicas.
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I.3. MATERIALES Y METODOS
11.3.1. Materiales

Se utilizaron como materias primas tres aceites de orujo de
oliva crudo (OPOC), de la campaiia 2012-2013 (Figura 1l.1), y se han
denominado de la siguiente manera: OPOC C, aceite de orujo de
oliva obtenido por extraccion quimica, y OPOC MA y OPOC MB,
aceites de orujo de oliva obtenidos por extraccién mecanica. Para
su refinado, OPOC C y OPOC MA se sometieron a un proceso
quimico obteniendo un desodorizado, OPOD CC and OPOD MAC,
respectivamente. Por otra parte, OPOC MA y OPOC MB se
sometieron a un proceso de refinado fisico clasico y refinado fisico
por destilacion molecular a diferentes temperaturas,
respectivamente, obteniendo los correspondientes desodorizados,
OPOD MAP y OPOD MBP. Todos los procesos de refinado se

llevaron a cabo a escala laboratorio.

EXTRACCION MECANICA

Aceite de oliva virgen extra
(EVOO)

Extraccién quimica Extraccion mecénica

Aceite de orujo de oliva crudo
oPOC C

Aceite de orujo de oliva crudo
OPOC MA and OPOC MB

Refinacién quimica

Refinacion por destilacion

Refinacién quimica Refinacién f‘\'sica clasica molecula

ooooooooooo desodorizado desodorizado desodorizado

Aceite de orujo de oliva Aceite de orujo de oliva Aceite de orujo de oliva Aceite de orujo de oliva
0OPOD CC OPOD MAC OPOD MAP OPOD MBP

Figura Il.1- Procesos de extraccion y refinado del aceite de orujo de oliva

obtenido del orujo.
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Se utilizaron los siguientes reactivos y solventes de calidad
analitica: acetona, acetonitrilo (grado HPLC), acido acético, acido
fosférico, acido sulfurico, cloroformo, diclorometano, dietil éter,
etanol, etil acetato, fenolftaleina, hexano, hidréxido potasico,
hidréxido sédico, isopropil éter, metanol, metilato sédico y piridina
(Panreac S.A. Barcelona, Espana). Hexametil disiloxano, trimetil
clorosilano, y Sudan | (Sigma-Aldrich. Alemania). Filtros de dicalite
(Bélgica) y Tonsil supreme 114 FF (Stid-Chemie, Espana).

Los compuestos estandar fueron: dcido betulinico, 5-a-
cholestan-3-ol, lauril araquidato metil heptadecanoato y n-

heicosanol (Sigma-Aldrich SA, USA) y escualeno (Merck, Alemania).

11.3.2. Métodos
11.3.2.1. Proceso de refinado quimico

Este método de refinado se llevd a cabo siguiendo un protocolo
con los pasos que se describen seguidamente:

Desgomado: Se pesd 500 g de OPOC C, o en su caso OPOC MA,
en un vaso al que se afadid 0.3% en peso de aceite de acido
fosforico. La mezcla se mantuvo en agitacion durante 30 min a
25°C, con el fin de precipitar los fosfolipidos en el medio acido.

Neutralizacién: Sin separar las gomas, se afadio la cantidad
suficiente de NaOH (24° Be), ademds de un exceso del 10%. La
incorporacion se hizo a 40°C incrementando ésta hasta 80°C. La

mezcla se mantuvo en agitacion a esta temperatura durante 20
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min. Seguidamente los jabones formados se separaron por
centrifugacién a 2500 rpm.

Winterizacion: Sin lavar, se afiadio 5% de NaOH (4° Be) al aceite
neutralizado manteniendo la temperatura a 52C durante 18 h. Los
precipitados se separaron por centrifugacion.

Lavados: Con objeto de eliminar las trazas de jabon disuelto, el
aceite winterizado se lavod tres veces con agua (10% p/p) durante
10 min. El agua de lavado se descarto.

Decoloracion: El aceite lavado se secé al vacio (60 Torr) a 90°C
durante 15 min. bajo agitacion de 125 rpm. Seguidamente se
afladieron 1.5% de Tonsil Supreme 114 y 0.15% de carbdn activo,
subiendo la temperatura hasta 110°C y manteniendo la agitacion
durante 10 min. La mezcla se enfrié bajo vacio y se filtré a 50°C.

Desodorizacidon: Los aceites blanqueados se desodorizaron a
220°C durante 3 h bajo vacio (0.5-1 mbar). A continuacion, se
filtraron con papel de filtro y se almacenaron a -18°C hasta su

analisis (OPOD CCy OPOD MAC).

11.3.2.2. Proceso de refinado fisico
11.3.2.2.1. Refinado fisico clasico
Los pasos de este proceso fueron los siguientes:
Desgomado: 500 g de OPOC MA se pesaron en un vaso y se
afadid 0.5% del peso del aceite de acido citrico. La mezcla se

mantuvo durante 10 min. a 80°C bajo agitacién, con el fin de
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precipitar los fosfolipidos en el medio acido.

Lavados: Con el fin de eliminar las trazas de jabdn disuelto, el
aceite desgomado se lavd once veces con agua (10% p/p) durante
10 min a 80°C. Se descarté el agua de lavado.

Decoloracion: El aceite lavado se secé bajo vacio (60 Torr) a
90°C durante 15 min con agitaciéon a 125 rpm. Seguidamente, se
afiadié 1.5% de Tonsil Supreme 114, 0.1% de carbdn activo, 1% de
Trysil 300 y 0.1% de Dicalite, subiendo la temperatura 10°C y la
agitacion se mantuvo durante 10 min. Posteriormente, la mezcla se
filtro.

Desodorizacion con neutralizacion: El aceite blanqueado se
desodorizé a 250°C (OPOD MAP) durante 3 h a vacio (0.5-1 mbar).
El gas portador fue vapor de agua que circuld a una velocidad de
6.24 ml/h. Una vez desodorizado el aceite, se filtré con papel de

filtro y se almacend a -18°C hasta su analisis.

11.3.2.2.2. Refinado por destilacion molecular
Los pasos de este proceso fueron los siguientes:
Decoloracion: se siguid el mismo procedimiento que en el
proceso de refinado fisico clasico.
Destilacion molecular: el proceso de desodorizacion se llevd a
cabo en un dispositivo Short-Path (mod. KDL5, UIC Gmb, Alemania).
Las condiciones operatorias se fijaron como sigue: flujo de

alimentacion 1.44 1/h, velocidad de rotacion de los rodillos 250
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rpm, temperatura del condensador 50°C, vacio de 0.001 mbar. Los
aceites desodorizados se obtuvieron a distintas temperaturas:
140°C (OPOD140 MBP), 165°C (OPOD165 MBP), 190°C (OPOD190
MBP) y 215°C (OPOD215 MBP).

Figura II.2.- Dispositivo Short-Path (mod. KDL5) perteneciente al Instituto de la
Grasa. CSIC

11.3.2.3. Determinaciéon analitica de los compuestos
bioactivos
La determinacion analitica de los compuestos bioactivos se
realizé en los aceites de orujo de oliva crudos (OPOC C, OPOC MA y
OPOC MB), asi como en los aceites desodorizados obtenidos en los
diferentes procesos de refinado (OPOD CC, OPOD MAC, OPOD MAP
y diferentes OPOD MBP).
La acidez, la composicion de acidos grasos, el contenido de
ceras, el escualeno y los alquil ésteres se determinaron por los
métodos indicados en la Comunidad Econdmica Europea (EEC

Regulacion Europea N2 2568/91).
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El contenido de materia insaponificable se extrajo y cuantifico
después de la saponificacion del aceite con KOH/EtOH, siguiendo el
método estandar espafiol (UNE 55004). De estos extractos, los
contenidos y composicion de esteroles y alcoholes alifaticos se
midieron de acuerdo a los métodos estandares propuestos (EEC
Regulacion Europea N2 2568/91), usando 5-a-cholestan-3-ol y n-
heneicosanol como patrones internos, respectivamente.

El contenido de 4acidos triterpénicos se obtuvo siguiendo el
método propuesto por Pérez-Camino y Cert (1999), consistente
basicamente en el aislamiento de la fraccién de los acidos grasos
mediante las columnas SPE-NH,, obtencién de derivados
silanizados de los extractos y cuantificacion por cromatografia de
gases (Mod. 7890A, Agilent Technologies), usando acido betulinico

como estandar interno.

11.3.2.4. Caracterizacion reologica

Los ensayos reoldgicos se realizaron mediante un redmetro de
estrés controlado (AR-2000, TA Instruments, New Castle, USA) y un
sensor con geometria plana de 60 mm de diametro y superficie lisa.
La temperatura del ensayo se mantuvo constante mediante una
placa Peltier (25+0.1°C). Los distintos OPOD se sometieron a un
protocolo experimental que se inicid con el estudio en cizalla
oscilatoria dinamica. En primer lugar, se determind la regidn

viscoelastica lineal a través de los barridos de estrés oscilatorio a 1
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Hz de frecuencia y con un porcentaje de tolerancia del 1% y tiempo
maximo de adquisicidon de datos de 120 s. Asi se determind un
estrés oscilatorio, dentro de la zona plateau, y el estrés critico (tc)
por encima del cual se pierden las condiciones no destructivas v,
por tanto, la muestra se deforma reoldgicamente. A continuacion,
se llevé a cabo un barrido de frecuencia, al esfuerzo oscilatorio
seleccionado, en el rango de 0.01 a 628.3 rad.s™. El andlisis de los
resultados se basé en el perfil de las componentes elastica (G') y
viscosa (G"), también llamadas mdédulos de almacenamiento y de
pérdida, respectivamente.

Por otra parte, se realizaron los ensayos en cizalla rotaciones
para obtener las curvas de flujo y/o de viscosidad y asi poder
identificar y cuantificar el comportamiento de flujo de los aceites.

En todos los casos, cada medida se realizé por triplicado, dando
su validez cuando las curvas eran superponibles.

Para analizar los resultados reoldgicos se usaron diferentes
modelos tedricos que relacionan el estrés de cizalla (t) con la
velocidad de cizalla (y) o la viscosidad (1) con la velocidad de cizalla
(y). El menor error estandar se usé para la aplicabilidad de los
modelos reoldgicos tedricos. En nuestro caso, se aplicd el modelo
de Power Law (también llamado método de Ostwald-de Waele)
(Ecuacién 11.1).

=K.y" Ecuacion I1.1

Este modelo relaciona el estrés de cizalla (t) con la velocidad de
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cizalla (y), donde K y n son los indices de consistencia y de flujo,
respectivamente. Dependiendo del valor de n, se determinaron los
tipos de flujo. Cuando n = 1 se trata de fluidos Newtonianos, y si
n=1l son fluidos no-Newtonianos. Asi, si n<l se trata de flujo
pseudoplastico y plastico (shear-thinning) y si n>1 el flujo es

dilatante (shear-thickening).

11.3.2.5. Andlisis del perfil de textura (TPA)

La norma ISO 5492 (2010) define la textura como “una técnica
instrumental que estudia el conjunto de propiedades reoldgicas y
estructurales del producto percibidas por receptores mecano, de
toque y en algunos casos visuales y auditivos”.

Actualmente, se considera que la textura es una importante
propiedad de un producto ya que afecta a su manejo y determina
la vida util, asi como la aceptacion por parte de los consumidores
y/o de los pacientes.

La extensibilidad, en términos pragmaticos, es la facilidad con la
que un producto puede ser extendido en una capa delgada vy
uniforme sobre una superficie.

La firmeza puede ser medida como la fuerza requerida para
obtener una deformacion dada.

Aunque la extensibilidad es también una deformacién bajo una
carga externa, es una propiedad mas dinamica que la firmeza. Las

medidas de firmeza y capacidad para la extensibilidad estan
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bastante correlacionadas, pero esta relacién no es normalmente
perfecta.

Las propiedades de textura de los diferentes aceites, OPOCs y
OPODs, se determinaron en un analizador de textura TA.XT2i
(Stable Micro Systems Ltd., Surrey, Reino Unido), controlado
mediante un software, y con una sonda cénica (HDP/SR, Stable
Micro Systems) con su receptor complementario. De esta manera
se pudo medir la facilidad con la cual un producto puede ser
aplicado en una capa delgada y uniforme. El texturdmetro aplicé
una compresién uniaxial, con una célula de carga de 5 kg, a través
de la sonda para deformar 8 + 0.1 g de cada uno de los aceites que
contenia el receptor de la misma. Durante el ensayo, la fuerza se
incrementaba hasta el punto de maxima profundidad que es
cuando la sonda penetra completamente en su receptor. El valor
de la fuerza maxima (Fmax) se tomd como el valor de la firmeza.
Cuanto mas firme es la muestra mayor sera el area bajo la curva
positiva, la cual representa la cohesividad o fuerzas requeridas para
realizar el proceso de ruptura de los enlaces generados en el
interior de los aceites. Por su parte, las propiedades de adhesividad
de los aceites se determinaron durante el movimiento de retirada
de la sonda, cuantificdndose por el area bajo la curva negativa

(Aname, 2016).
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I.4. RESULTADOS y DISCUSION
11.4.1. Caracterizacion quimica de OPOCs y OPODs obtenidos
por los procesos de refinado quimico y fisico.

Como se menciond anteriormente, los OPOCs fueron refinados
para eliminar los componentes secundarios no deseados de los
aceites, al tiempo que se pretendié causar las minimas pérdidas de
los compuestos bioactivos (Ruiz-Méndez vy col., 2013). La Tabla 1.1
muestra los resultados de las determinaciones analiticas de los
aceites de orujo crudos obtenidos por las extracciones quimica
(OPOC C) y mecanica (OPOC MA) y de los aceites de orujo
desodorizados obtenidos por el proceso de refinado quimico
(OPOD CC y OPOD MAC). La Tabla II. 2 incluye los resultados
correspondientes para los aceites de orujo obtenidos por
extraccion mecanica (OPOC MA y OPOC MB) y para los aceites
desodorizados obtenidos por el proceso de refinado fisico (OPOD
MAP y OPOD MBP).

Acidez y acidos triterpénicos. En relacién con la acidez, se
pudieron apreciar dos aspectos importantes. En primer lugar, se
observé que el aceite obtenido por extraccion mecdnica (OPOC MA
y OPOC MB) tuvo menor acidez que el obtenido por extraccion
quimica (OPOC C). Por lo tanto, parece ser que el proceso de
centrifugaciéon fue mas adecuado que el proceso de extraccién con
disolvente. Esto se puede atribuir a dos causas: la extraccion es

secuencial, por tanto, por centrifugacion se obtiene el aceite que
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estd suelto en la masa, compuesto en su mayoria por
triacilgliceroles. A continuacién el aceite retenido en la masa se
extrae con disolvente. Para ello se requiere un secado preliminar
bajo condiciones drasticas, produciendo reacciones de oxidacion e
hidrolisis y provocando asi el incremento de los acidos grasos
libres. Por lo que el aceite residual extractado, presenta ademas
mas compuestos minoritarios y de degradacion.

En segundo lugar, se aprecié que la temperatura del proceso de
refinado influyé de forma importante en la acidez. Asi, se observé
que al usar altas temperaturas, como en el caso del refinado
quimico (220°C) y el refinado fisico clasico (250°C), la acidez
disminuyé considerablemente frente a las temperaturas
seleccionadas en el refinado por destilacion molecular.

Sin embargo, estas altas temperaturas tuvieron, ademas, un
impacto significativo en la concentracion de compuestos
bioactivos. Asi, en el caso del refinado quimico, los acidos grasos
libres y los acidos triterpénicos se eliminaron por saponificacion y la
acidez se redujo por debajo de <0,1%, pese a que la calidad del
aceite se degradd, debido a la desaparicion de los acidos
triterpénicos. Un comportamiento similar se observo en el caso del
refinado fisico clasico (Tabla 11.2). Por el contrario, los aceites que se
sometieron a la destilacién molecular tuvieron menor pérdida de
acidez, pero retuvieron una mayor cantidad de compuestos

bioactivos antiinflamatorios (acidos triterpénicos) (Tabla 11.2).
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Tabla Il.1.- Determinaciones analiticas de los aceite de orujo crudos obtenidos
por extracciones quimica (OPOC C) o mecdnica (OPOC MA) y de los aceites

desodorizados obtenidos por el proceso de refinado quimico (OPOD CCy OPOD

MAC)
Extraccion » L.
mecénica y Extraccién mecénica y
refinacion refinacién por destilacion molecular
fisica clasica
OPOC | OPOD OPOC MB OPOD140 | OPOD165 | OPOD190 | OPOD215
MA MAP MBP MBP MBP MBP
Acidez (%) 6.89 0.12 11.76 17.00 6.30 2.75 2.15
Acidos triterpénicos | 1,1, | 45 | 38300 8275 7619 9856 8458
(mg/Kg)
Acido oleandlico 5027 29 12400 4681 4450 5450 4310
Acido maslinico 6114 20 25900 3594 3169 4406 4148
(Eo:‘)eres alquilicos 121 | 000 | 267 1.60 0.18 0.03 0.02
Ceras (mg/kg) 1798 | 2374 4633 7782 8806 8827 8866
Fraccion
insaponificable (%) 2.14 0.85 3.57 3.37 3.05 2.80 2.35
Escualeno (mg/kg) 6175 | 232 4516 2355 2061 310 85
Alcoholes alifdticos | )0 | 5050 | 6505 6546 7690 5465 6954
(mg/kg)
Esteroles (mg/kg) 3406 | 2646 3979 3851 4284 4131 4359
* Colesterol (%) 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.20
* Campesterol 3,20 | 3,18 3.07 4.03 4.67 473 4.67
* Estigmasterol 1,29 2,01 1.43 1.39 1.36 1.26 1.25
¢ Clerosterol 142 1.83 1.34 1.50 1.41 1.22 1.95
* B-Sitosterol 88.04 | 87.47 88.49 87.71 87.90 88.03 86.62
¢ Sitostenol 2.36 2.34 2.05 2.04 1.90 2.01 2.46
¢ 5-Avenasterol 0.43 0.33 0.39 0.40 0.19 0.20 0.31
' 5’2,4_ . 2.18 2.02 2.12 2.08 1.75 1.78 2.02
Estigmastadienol

' Mf 0.46 | 0.29 0.38 0.45 0.41 0.39 0.39
Estigmastenol

¢ A-7-Avenasterol 0.37 0.27 0.28 0.17 0.18 0.16 0.15

Alcoholes

triterpénicos 582 238 435 838 1221 1298 1393

(mg/kg)
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El hecho de que la acidez no haya disminuido tanto pudo

atribuirse a que no se introdujo una corriente de vapor en el

destilador molecular para eliminar los acidos grasos libres.

Tabla 11.2.- Determinaciones analiticas de los aceites de orujo crudos obtenidos

por extraccion mecdnica (OPOC MA y OPOC MB) y de los aceites desodorizados

obtenidos por el proceso de refinado fisico (OPOD MAP y OPOD MBP).

Extraccion quimicay | Extraccion mecanicay
refinacion quimica refinacion quimica
OoPOD
OPOCC | OPOD CC j OPOC MA MAC
Acidez (%) 20.70 0.08 6,89 0,075
Acidos triterpénicos (mg/Kg) 5121 11171
Acido oleandlico 4342 0 5027 0
Acido maslinico 779 0 6114 0
Esteres alquilicos (%) 3.69 0.02 1,21 0,42
Ceras (mg/kg) 3510 5172 1798 2348
Fraccion insaponificable (%) 2.64 2.43 2,14 1,51
Escualeno (mg/kg) 5048 3747 6175 4567
Alcoholes alifaticos (mg/kg) 5784 4744 5263 3081
Esteroles (mg/kg) 5435 3065 3406 2252
*  Colesterol (%) 0.24 0.24 0.24 0,24
*  Campesterol 3.20 3.54 3,20 2,81
*  Estigmasterol 1.23 1.59 1,29 0,86
* (Clerosterol 0.94 1.34 1.42 1,79
° B-Sitosterol 87.71 84.48 88.04 88.11
e  Sijtostenol 1.26 2.17 2.36 2,97
*  5-Avenasterol 3.98 3.60 0.43 0.38
*  5,24-Estigmastadienol 0.83 1.94 2.18 2.06
*  A-7-Estigmastenol 0.38 0.89 0,46 0,45
* A-7-Avenasterol 0.23 0.21 0,37 0,33
Alcoholes triterpénicos (mg/kg) 568 511 582 376
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Esteres alquilicos. Como se muestra en las Tablas 11.1 y 11.2, las
concentraciones de ésteres alquilicos en todos los procesos de
refinado disminuyeron. Sin embargo, hay que sefialar que éstos son
compuestos no bioactivos que aparecen debido a la fermentacién
de la materia vegetal en los tanques durante el almacenamiento
del aceite de orujo de oliva (Ruiz-Méndez y Ramos Hinojosa, 2003).
Coincidiendo con lo ya resefiado por Yuan y col. (2005), el aumento
de la temperatura del proceso de refinado provocé una
disminucidn de los ésteres de alquilo. Los aceites sometidos a la
destilacion molecular mostraron bajas concentraciones de estos
componentes, debido a que son volatiles a temperaturas > 165°C.

Ceras. En general, la presencia de ésteres de cadena larga,
como es el caso de las ceras, en aceites vegetales se utiliza para
determinar la pureza y la clasificacion de los distintos grados del
aceite de oliva (Regulacidon Europea (EU) N2 1348/2013). Como se
puede apreciar en las Tablas 1.1 y 1.2, el contenido de ceras
aumenté durante los procesos de refinado quimico y fisico. De
acuerdo con Tubaileh y col. (2002), esto puede ser debido a
reacciones de esterificacion entre acidos grasos libres y alcoholes
alifaticos presentes en el aceite a las temperaturas de la
desodorizacion. Asi, cuando esta temperatura aumento, el
contenido de ceras se incrementd, como se observa a partir de los
aceites obtenidos por destilacién molecular.

Materia insaponificable. Estd compuesta por mezcla compleja
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de sustancias distintas de los glicéridos. Sus principales compuestos
bioactivos del aceite de orujo de oliva son: el escualeno, los
esteroles y los alcoholes triterpénicos, eritrodiol y uvaol (Marquez-
Martin y col., 2006). Como se muestra en las Tablas 1.1 y II.2, el
porcentaje de materia insaponificable disminuyé con el proceso de
refinado. Esto podria atribuirse principalmente a la eliminacion del
escualeno por destilacidn en la desodorizacién. Sin embargo, en la
destilacion molecular, se recogié una concentracion significativa de
escualeno en algunos destilados de desodorizacion (OPOD140 MBP
a OPOD215 MBP). Una posibilidad es, como indican Bondioli y col.
(1993), agregar escualeno a nuestro aceite, enriqueciendo la
concentracion de este compuesto bioactivo.

Las Tablas 1.1 y 1.2 informan de las diferentes concentraciones
obtenidas de los esteroles caracteristicos del aceite de orujo de
oliva. De acuerdo con Verleyen y col. (2002), la eliminacién parcial
de esteroles durante el proceso de refinado depende en gran
medida de las condiciones aplicadas en las diversas etapas del
proceso. Asi, con el refinado quimico y refinado fisico clasico, la
concentracion de estos compuestos bioactivos disminuyd (40% y
20%, respectivamente); por el contrario, aumento ligeramente en
la destilacion molecular. Un comportamiento similar puede
observarse con los alcoholes triterpénicos.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto, los

procesos de refinado fisico, especialmente la destilacion molecular,
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contribuyen a un mejor rendimiento de los compuestos bioactivos
estudiados, los cuales pueden usarse en formulaciones
dermatoldgicas por sus actividades terapéuticas. Ademas, de todos
los aceites obtenidos por destilacion molecular, se eligi6 OPOD190
MBP por ser el Unico que mostré simultaneamente baja acidez y
menor pérdida de compuestos bioactivos. Por ello, se considerd
oportuno comparar los resultados de composicidon de bioactivos
obtenidos para OPOD190 MBP por destilacion molecular respecto a
los correspondientes del EVOO, al ser, como ya indicamos, una
materia prima ampliamente utilizada en formulaciones
dermatoldgicas.

Se aprecia en la Tabla 1.3, que aunque OPOD190 MBP mostré
mayor acidez que EVOO, sigue siendo adecuada para su uso
dermofarmacéutico ya que, tras realizar un analisis de varios
aceites cosméticos comercializados (por ejemplo: aceite de
almendras dulces de Marnys® o aceite de almendras dulces de
Acofarmar), se comprobd que la acidez de esos aceites estuvo
entorno al 2%. En definitiva, se confirmd que nuestro aceite de
orujo de oliva, objeto de estudio, contenia mayores cantidades de
todos los compuestos bioactivos que el EVOO, excepto en el caso

del escualeno.
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Tabla 11.3.- Estudio comparativo de la composicion del aceite de orujo de oliva
obtenido por extraccion mecdnica y destilacion molecular (OPOD190 MBP)

respecto al aceite de oliva virgen extra (EVOO).

OPOD190 MBP EVOO
Acidez (%) 2.75 <0.8
Acidos triterpénicos (mg/Kg) 9856 90-190
Acido oleandlico 5450 30-80
Acido maslinico 4406 60-110
Esteres alquilicos (%) 0.03 -
Ceras (mg/kg) 8827 <250
Fraccion insaponificable (%) 2.80 04-2
Escualeno (mg/kg) 310 9000
Alcoholes alifaticos (mg/kg) 5465 350
Esteroles (mg/kg) 4131 1500
Alcoholes triterpénicos (mg/kg) 1298 <100

1.4.2. Caracterizacion reoldgica

La Figura 1.3 muestra la caracterizacion reoldgica de los aceites
tras extraccion quimica y mecanica (OPOC Cy OPOC MA), asi como
tras su refinado quimico (OPOD CC y OPOD MAC). La Figura II.3A
recoge el barrido de frecuencia oscilatoria para el estudio de la
viscoelasticidad. En todos los casos se observdé que G' y G”
dependen de la frecuencia aplicada. Ademas, existe un predominio
de la componente viscosa en todos los OPOC y OPOD. Es de

destacar que G’ sélo fue estable a frecuencias inferiores a 5-10
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rad.s™, indicando la poca influencia de la componente elastica en el
comportamiento viscoeldstico. Al mismo tiempo, se observé una
separacion importante entre los perfiles entre G’ y G’, lo que
corrobora el gran predominio del comportamiento viscoso.
Solamente OPOD CC evidencia poca diferencia entre las dos
componentes (G” y G’), que incluso se invirtieron a frecuencias
inferiores a 0.1 rad.s™, lo que indica que G’ tiene mayor repercusién
en la estructura interna de este aceite.

La Figura I1.3B recoge las curvas de flujo de OPOC C, OPOC MA,
OPOD CC y OPOD MAC. Todos los aceites se comportan como
fluidos no-Newtonianos con flujo pseudoplasticos (shear-thinning).

Por su parte, la Figura 1.4 compara el comportamiento
reoldgico de los aceites obtenidos por refinado quimico respecto
de los obtenidos por refinado fisico clasico (OPOD MAC y OPOD
MAP). Para todos los aceites, la componente viscosa (G”’) aumento
con la frecuencia aplicada (Figura 11.4A). Por lo tanto, OPOD MAC y
OPOD MAP fueron fluidos viscoelasticos con predominio de la
componente viscosa, similar al OPOC MA. Ademas, se aprecia que
OPOD MAP mostrdé valores progresivamente mas bajos de G’
respecto a OPOD MAC.

El comportamiento de fluidez se puede observar en la Figura
I1.4B, la cual recoge a través de las curvas de flujo que todos los

aceites son fluidos no-Newtonianos con flujo pseudoplastico.
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La Figura Il.5 recoge la comparacion en el comportamiento
reoldgico de los dos procesos de refinado fisicos: clasico (OPOD
MAP) y por destilacién molecular (OPOD MBP). De nuevo, todos los
aceites se comportaron como fluidos viscoelasticos con predominio
de la componente viscosa, similar a los aceites de orujo de oliva
crudos. No obstante, se observd que las fracciones sometidas a
temperaturas por encima de 145°C en el proceso de refinado por
destilacion molecular (OPOD165 MBP, OPOD190 MBP y OPOD215
MBP) tuvieron valores progresivamente mas bajos de G’, por lo que
perdieron su capacidad eldstica (Figura II.5A).

De nuevo, todos los aceites estudiados tuvieron un
comportamiento de flujo no-Newtoniano y pseudoplastico (Figura
I1.5B).

Las curvas de flujo se ajustaron a diferentes modelos reoldgicos
tedricos, siendo el mejor ajuste al modelo Power Law. La Tabla 1.4
registra todos los pardmetros obtenidos. Los resultados
confirmaron que todos los aceites estudiados se comportaron
como fluidos no-Newtonianos con un flujo pseudoplastico (shear-
thinning) al ser n <1. Sin embargo, los valores del indice de flujo
cercanos a 1, indican que se podrian considerar fluidos casi

Newtonianos.
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Tabla I1.4.- Pardmetros obtenidos con el modelo Power Law para los aceites de
orujo de oliva crudo y desodorizados estudiados (K, indice de consistencia; n,

indice de flujo, SE, error estdndar).

‘ K (Pa-s) ‘ n ‘ SE

Refinacién quimica

OPOCC 0.151 0.904 1.967
OPOD CC 0.158 0.889 2414
OPOC MA 0.127 0.933 1.367
OPOD MAC 0.126 0.940 1.295
Refinacion fisica

OPOC MA 0.127 0.933 1.367
OPOD MAP 0.070 0.986 1.238
OPOC MB 0.298 0.849 2.220
OPOD140 MBP 0.211 0.886 2.704
OPOD165 MBP 0.186 0.954 3.357
OPOD190 MBP 0.227 0.899 4.510
OPOD215 MBP 0.257 0.880 4.150

Todos los valores del indice de consistencia (K) sefalaron que la
viscosidad de los aceites estudiados es muy pequeifia y que el
proceso de refinado quimico no afectd a las caracteristicas de flujo
(OPOD CC con respecto a OPOC C y OPOD MAC con respecto a
OPOC MA). Por tanto el proceso de extraccion es el responsable de
los resultados obtenidos para OPOD CC y OPOD MAC. Asi, la
extraccion mecdnica causo una pérdida de viscosidad, mientras que
la extraccion quimica promoviéo un aumento de la misma. De
acuerdo con Cedeno Gonzalez y col. (1999) esto podria estar
relacionado con la acidez de los aceites. Asi, se pudo apreciar que

OPOC MA, con menor acidez, mostré una viscosidad mas pequena.
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Por el contrario, OPOC C, aceite con la mayor acidez (obtenida por
extraccion con disolvente), presentd la viscosidad mas elevada.

En relacion con el proceso de refinado fisico clasico, OPOD MAP
revela menor viscosidad que OPOC MA, aunque ambos son fluidos
casi Newtonianos. Ademas, mientras los valores del indice de
consistencia fueron menores para las muestras obtenidas por
refinado fisico que para el aceite de orujo de oliva crudo, el proceso
quimico parece no modificar este parametro.

Finalmente, el proceso de refinado por destilacién molecular
(OPOD MBP) afectd solo ligeramente los valores del indice de

consistencia, siendo en general mayores.

11.4.3. Andlisis de los perfiles de textura (TPA)

La determinacion de los parametros de textura de los aceites
indicd cuales eran sus propiedades mecdnicas y sensoriales durante
las etapas de manipulacidn por parte del consumidor, por ejemplo:
capacidad de extensibilidad, cohesividad y adhesividad.

La firmeza se relaciona con la maxima fuerza positiva requerida
para alcanzar una deformacién dada. La cohesividad y la
adhesividad corresponden a las areas bajo la curva obtenida en la
compresion y extraccion de la sonda, respectivamente. Mientras, la
cohesividad se relaciona con las fuerzas necesarias para romper los
enlaces fisicos/quimicos establecidos entre las sustancias que

componen cada aceite, la adhesividad indica las fuerzas requeridas
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para separar el aceite de las paredes del recipiente que lo contiene.

Los resultados de TPA (Tabla I1.5) indicaron que los procesos de
refinado influyen en estos parametros. Asi y tras el proceso de
refinado quimico para obtener los aceites desodorizados (OPOD CC
y OPOD MAC) se obtuvieron valores similares. La comparacion
entre los procesos de refinados quimico y fisico clasico, OPOD MAC
y MAP OPOD, evidencié unos valores mas bajos en todos los
parametros, lo que indicd la mayor influencia del refinado fisico
clasico. En el caso de la destilacidon molecular y teniendo en cuenta
todas las temperaturas, los cambios en los valores de textura son
menos marcados que en el caso del refinado fisico clasico.

En resumen, OPOD CC y OPOD MAC se caracterizaron por una
baja firmeza y cohesividad, lo que indicé que son fluidos y de alta
capacidad de extensibilidad. Al mismo tiempo, tuvieron poca
adhesividad lo que presupone que se retiraran de la piel facilmente
si no se hace un buen masaje sobre ella para que penetren. OPOD
MAP presenta las mismas caracteristicas de textura. Por su parte, la
destilacion molecular proporciona una bateria de OPOD con
caracteristicas dptimas de textura respecto a la fluidez y capacidad
de extensibilidad, lo que de nuevo presupone que se retiraran de la
piel facilmente si no se hace un buen masaje sobre ella para que

penetren.
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Tabla I.5.- Pardmetros obtenidos en el andlisis del perfil de textura (TPA) de los

aceites de orujo de oliva crudos y desodorizados estudiados.

Firmeza Cohesividad Adhesividad
(N) (N.s) (N.s)

Refinacién quimica

OPOCC 0.28 0.22 0.04
OPOD CC 0.29 0.28 0.07
OPOC MA 0.42 0.26 0.05
OPOD MAC 0.30 0.24 0.04
Refinacion fisica

OPOC MA 0.42 0.26 0.05
OPOD MAP 0.17 0.16 0.01
OPOC MB 0.71 0.37 0.16
OPOD140 MBP 0.54 0.34 0.13
OPOD165 MBP 0.36 0.26 0.07
OPOD190 MBP 0.43 0.30 0.09
OPOD215 MBP 0.54 0.32 0.12

I.L5. CONCLUSIONES

La temperatura y, en general, las condiciones de trabajo de los
procesos de refinado tuvieron efectos importantes sobre el
contenido de los compuestos bioactivos. Los procesos de refinado
fisico, especialmente la destilacion molecular, contribuyeron a un
mejor rendimiento en estos compuestos. Ademas, de todos los
aceites obtenidos por destilacion molecular, se eligi6 OPOD190
MBP por ser el Unico que tuvo simultaneamente baja acidez y

menor pérdida de compuestos bioactivos. Sin embargo, este aceite
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mostré mayor acidez que el aceite de oliva virgen extra, aunque
también mayores cantidades de todos los compuestos bioactivos,
excepto del escualeno.

Después del proceso de refinado, los aceites de orujo de oliva se
ajustaron mejor al modelo reoldgico de Power Law. La pérdida de
plasticidad puede ser justificada debido a la eliminacién de los
componentes menores durante el proceso. En el OPOC sometido a
refinado por destilacién molecular, la viscosidad disminuyé con el
aumento de la temperatura de desodorizacién y con la reduccién
en la cantidad de acidos grasos libres, afectando asi, a la naturaleza
de las muestras. Los parametros de firmeza, cohesividad vy
adhesividad del analisis del perfil de textura evidenciaron que, en
general, todos los OPODs tienen alta fluidez y extensibilidad, pero
una baja adhesividad.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que la
destilacion molecular fue el mejor proceso de refinado. Sin
embargo, es necesario mejorar las condiciones de trabajo con el fin
de reducir la acidez y lograr menores pérdidas, si es posible, de
compuestos bioactivos. Por tanto, se deben realizar otros estudios
modificando las condiciones de trabajo de la destilacion molecular

y utilizando otros nuevos procesos de refinacion fisica.
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INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE LOS PROCESOS DE
REFINADO FiSICO PARA EL ENRIQUECIMIENTO DE LOS
COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL ACEITE DE ORUJO DE OLIVA.
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En base a todos los estudios realizados se puede concluir que,
desde el punto de vista tecnoldgico, las formulaciones que
contienen los aceites de orujo de oliva como base (obtenidos por
destilacion molecular o por destilacion en pelicula descendente)
han mostrado resultados in vitro similares. Sin embargo, se
seleccion6 el aceite obtenido por destilacion en pelicula
descendente, en base a que se ha demostrado que posee mayor
cantidad de los compuestos bioactivos, lo que implicaria una mayor
eficacia terapéutica para el tratamiento de las enfermedades

inflamatorias crénicas de la piel.

Se proponen, para futuros estudios in vivo, las formulaciones en
aceite seco (O OPOD FF) y en emulsién O/A (E OPOD FF) que han
mostrado diferentes perfiles de liberacién de los compuestos

bioactivos, con el fin de evaluar su efecto dermatoldgico.
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In this paper the characteristics and rheological behavior of crude olive-pomace oil extracted by
mechanical and chemical means throughout one harvest period have been studied. Oils were turbid at
25°C and behaved as non-Newtonian fluids. While the mechanically extracted samples fitted to the
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1 Introduction

The rheological characterization of oils is of great interest in
order to extend its scope of use. Rheology studies the flow
and deformation of materials and describes the relationship
between force, deformation, and time [1]. Oscillatory shear
studies allow us to determine the linear viscoelastic region
of the sample, which is necessary to have non-destructive
conditions, and to study viscous and elastic components of
the samples by frequency sweeps. Furthermore, using
rotatonal rheological studies we can obtain information
about the flow behavior of the system and viscosity, from the
shear stress (Pa) versus shear rate (1/s) representation, by
applying theoretical mathematical models [2].

Rheological determinations of vegetable oils are neces-
sary in different fields of applicaton, such as the study of
solid fats, crystallization studies of palm oil with respect
to temperature [3], or oil absorption during the frying
process [4-6], as well as non-food uses, such as biodegrad-
able biofuels [7] and in the pharmaceutcal field for the
design, development, optimization, and quality control of
new formulations [8, 9].
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stearoyl; O, oleoyl; L, linoleoyl; Ln, linoleolenyl
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Olive oil is the juice extracted by mechanical systems,
which separate the different phases that make up its structure:
solid or pomace, oil, and vegetaton water. The oil obtained
from the solid residue, consisting mainly of pulp, peel, seed,
and the olive pit, is called olive-pomace oil. Olive-pomace
is stored in large ponds, where oil deterioration increases
throughout the storage period [10].

Currently there are two types of olive-pomace oils on the
market, depending on the procedure used in its extraction,
i.e., centrifugation or solvent extraction [11]. The interest in
this oil is gradually growing due to its economic value and
because it contains all functional compounds presentin virgin
olive oil [12, 13]). Some of these minor components are
present even in higher concentrations, such as triterpenic
compounds [14], with direct application to sectors as diverse
as food, cosmetics, and derma-pharmacy.

No references have been found on this type of physical
characterization of olive-pomace oil. Therefore, the aim of
this work was to determine the physico-chemical and
rheological characterisics of crude olive-pomace oil,
extracted by mechanical and chemical means.

2 Materials and methods
2.1 Chemicals
Diethyl ether, ethanol, acetone, sodium hydroxide, and HPLC

acetonitrile were purchased from Panreac SA (Barcelona,
Spain). All reagents and solvents used were of analytical quality.

www. ejlst.com
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2.2 Samples

The following samples were obtained throughout the harvest
period 2012/2013:

- Five oil samples obtained by centrifugation (February,
April, July, and December 2012 and March 2013).

- Five oil samples obtained by solvent extraction (February,
April, July, and December 2012 and March 2013).

2.3 Analytical determinations

The acidity and TAGs composition were determined by triplicate
following the methods of EEC Regulation No. 256891 [15].

2.4 Rheological studies

Mult-step flow curve measurements were run using a
controlled stress rheometer (AR-2000, TA Instruments,

Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2015, 117, 87-91

New Caste, USA), using a geometry of 60 mm diameter
with a smooth surface. The temperature was kept constant
with a Peltier plate (25 £ 0.1°C). The experimental protocol
begins with the determination of the linear viscoelastic
region of oils by oscillatory stress sweeps at 1Hz o
frequency and with the percentage tolerance of 1% and
a maximum point time of 120s. After that one oscillatory
stress is selected to allow work in non-destructive
conditions. On a second stage, a frequency sweep in
the range of 0.01-628.3 rad/s was carried out (maximum
limit of the rheometer). The analysis of the results is
based on the storage (G') and loss (G”) moduli, which are
related to the elastic and viscous components, respectively.
In addition, flow and viscosity curves were measured
by rotational shear assay.

2.5 Texture analysis

The mechanical properties of the olive-pomace oils
studied were determined by a Texture analyzer TA.

Table 1. Acidity (% oleic acid) and TAG composition (%) of pomace olive oil samples throughout 2012/2013 harvest period

Oil samples February April July December March
Mechanical extraction
Acidity (%) 2.4140.05" 6.33+0.04° 11.76+0.05° 2.81+0.05% 6.08+0.05°
LiL 0.34+0.02° 0.44+0.02° 0.66 + 0.03° 0.35+0.01° 0.43 +£0.02¢
OLnL 0.33£0.01° 0.35+0.05° 0.44 + 0.04* 0.28 £0.04° 0.30 £0.02¢
PLnL 0.07 £0.01° 0.15+0.01° 0.23 +0.01° 0.13+0.01¢ 0.14 £0.02¢
OLL + OLnO 279 +£0.01° 2.97+0.03° 2.15 +0.02° 1.774£0.17¢ 230+0.08°
PLL 1.93+0.01° 1.96+ 0.04° 2.25 +0.27° 1.99 +£0.27° 1.80 +0.07*
PLnO 0.49 £0.02° 0.45+0.02° 0.59 +0.10° 0.64+0.17° 0.44 +£0.06°
OOL 1534 +0.01° 1556+ 0.06 11.81 +0.17° 11.13 £0.53° 13.94 +0.06°
PLO 5.26 +0.06 558+ 0.03 5.28 + 0.08" 5.49 +£0.45% 5.14+0.11°
000 44.41 +0.60° 4454+ 047 42.32+0.23° 45.67+0.21° 47.99 +0.08°
SLO + POO 19.61 +0.56 19.04+ 0.67 23,56+ 0.12° 22.65+0.27° 18.42+0.11°
POL 2.11+0.14° 2.05+0.15 2.83 +0.05° 2.67 +0.06" 1.86 +0.20°
SO0 6.09+0.15° 5.74+0.41° 6.48 +0.01° 5.90 £0.09° 6.44 +£0.13°
SLS +POS 1.2240.04° 1.18+0.13 1.41 +0.09° 1.31 £0.24° 0.81£0.19°
Chemical extraction
Acidity (%) 6.31+0.05 11.83+0.08° 12.49 + 0.06° 6.03 +£0.05* 20.70 £0.25¢
LiL 0.74 £0.03* 0.76+0.12° 0.85 + 0.02° 0.67 £0.03° 0.88 +£0.06°
OLnL 0.44 +£0.10° 0.46+ 0.08° 0.44 + 0.05* 0.41 £0.03* 052+0.01°
PLnL 0.16 £0.07* 0.20+0.03° 0.14 + 0.02° 0.03£0.01° 0.23+0.02°
OLL + OLnO 3.80 £0.04° 4.08+0.42° 3.66 + 0.41° 2.95+0.03° 221+0.05°
PLL 1.86 +0.50° 2.41+0.30° 1.88 +0.20° 2.15+0.14° 1.57 +0.02°
PLnO 0.72+0.21° 0.59+0.14° 0.51 + 0.02° 0.53+0.07" 0.55+0.12%
OOL 15.62 +0.29° 1543+ 0.14° 13.81 +0.18° 12.71 £0.16° 11.56 +0.38°
PLO 6.66 +0.23 6.10+ 0.36 6.59 + 0.44° 6.22+0.18% 425+023°
000 39.60 +0.44° 40.51+ 0.60° 41.27 £0.13¢ 42.17+0.21° 4486 +0.10°
SLO + POO 20.89 +0.56* 19.97+ 0.39° 21.41 +0.47° 22.43 +0.44° 2252 +0.42°
POL 254+0.12° 248+ 0.13° 2.60 + 0.05° 3.01 £0.25° 2.62+0.11°
SO0 5.64+0.17 5.65+0.27 5.51 +0.29° 5.46 +£0.20° 658+0.17°
SLS +POS 13240.11° 1.36+0.21° 1.33 4+ 0.05° 1.27 £0.05° 1.65+0.10°

P, palmitoyl; Po, palmitoleyl; S, stearoyl; O, oleoyl; L, linoleoyl; and Ln, linoleolenyl.
Average value n = 3 + SD; values followed by the same letter in the same row do not differ significantly by the Duncan test at 5% probability.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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XT2i (Stable Micro Systems Ltd., Surrey, UK) con-
trolled by software. A uniaxial compression with a load
cell of 5 kg force was applied. A probe (HDP/SR Stable
Micro Systems) was penetrated into a complementary
conical sample holder containing 8 £0.1g of oil. The
robe was set at a distance of 17mm and moved at
2mms~' compression rate. From the resulting force—
distance and force—time plots, the hardness (the force
required to attain a given deformation), compressibility
(the work required to deform the product during
the penetration of the probe), and adhesiveness (the
work necessary to overcome the attractive forces between
the surface of the oil and the surface of the probe) were
measured [16].

3 Results and discussion

3.1 Chemical characteristics of crude olive-pomace
oil samples

Vegetable oils consist of triglycerides (TAGs), in concen-
trations of practically 99%. The composition and distribution
of fatty acids in TAG structures influence the technological
behavior of fats and oils. Table 1 shows the acidity and
riglyceride composition expressed in equivalent carbon
number (ECN) of the crude oils extracted by both mechanical
and chemical means. As expected, the acidity increased with
storage time [10], although surprisingly, the December-12
samples resulted in lower acidity than the March-13 samples.

The oils extracted by solvent presented higher proportion
of those TAGs composed of unsaturated fatty acids, such as
LLL, OLnL, LOL, PLO, and POL, whereas the oils extracted
by centrifugation showed higher contents of 00O, being the
increment of 6.9% average. However, from February to
March, agradual rise in the OOO content occurred, being the
increment of 9.7% in the oil samples extracted by mechanical
means and even higher in the oils extracted with solvent,
13.5%. These differences could be attributed to the olive
ripeness, in agreement with some authors [17]. Their findings
showed significant differences in fatty acid composition with
the fruit ripeness, with a clear trend towards increased
concentrations of the total MUFA with the ripeness index
and at the same time a trend towards decreased contents
in the total PUFA.

32 Rheological characterization and textural
analysis of crude olive-pomace oil samples

Figure 1 shows the oscillatory shear of samples of crude olive-
pomace oil. The oscillatory stress sweep is designed to
determine the linear viscoelastic region, where storage (G)
and loss (G”) moduli have constant values and are
independent of the applied oscillatory stress at a constant
frequency (1 Hz) [14]. After selecting an oscillatory stress in

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 1. Study of oscillatory shear of samples of crude olive-
pomace oil. Frequency sweep of crude olive-pomace oil obtained by
mechanical extraction (A) and by chemical extraction (B).

the region of 0.03Pa, frequency sweeps were performed.
In all samples, the elastic (G') and viscous (G”) components
increased with the applied frequency over the range tested,
with G” always being higher than G’. Therefore, the
samples were all viscoelastic fluids with a predominant
viscous component. However, there was an exception in the
samples extracted by centrifugation. Specifically, the sample
collected in July 12 presented an elastic component (G') that
was above the viscous (G”). This sample showed a cross point
of the curves (known as the relaxation point) at a frequency
value of 1.909 rad/s and 1.925 Pa from which predominance
of the viscous component (G") began.

By representing viscosity versus shear rate, information
about the flow behavior of the olive-pomace oils is obtained
(Fig. 2). It was observed that the samples obtained by
mechanical (Fig. 2a) and chemical (Fig. 2b) means had a non-
Newtonian behavior with pseudoplastic flux. Viscosity
decreased with the increased shear rate and the system
became more fluid.
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Table 2. Rheological model parameters of crude pomace dlive oil
samples
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Figure 2. Study of viscosity curves of samples of crude olive-
pomace oil. Viscosity curves of crude olive-pomace oil obtained by
mechanical extraction (A) and by chemical extraction (B).

Applying rheological theoretical models, the behavior of
the samples showed good fits to the models of Ostwald-De
Waele or Power law (Eq. 1) and Herschel-Bulkley (Eq. 2) [2]
(Table 2).

t=K(y)
t=10+K(y)"

(1)
(2)

where 7 and 7, stand for the shear stress and yield stress,
respectively, K is the consistency index and n is the flow
index (n= 1 for Newtonian fluids, n < 1 for non-Newtonian
fluids, and 7 > 1 for dilatant fluids). Both types of samples
presented values of n <1, thus confirming their pseudo-
plastic behavior. The main rheological difference observed
between the samples was that the oils obtained by
mechanical extraction fitted better to the Herschel-Bulkley
model, while the samples extracted by solvent fitted to the
Power law.

The Herschel-Bulkley model is developed by the Power
Law to determine the yield stress 7, at which a material
begins to deform plastically without returning to its original

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Oil samples 7, (Pa) K (Pas) n SE
Mechanical extraction Herschel-Bulkley
Feb-12 0.014 0.149 0911 1.317
Apr-12 0.007 0.200 0.884 1.406
Jul-12 0.064 0.299 0.849 2,197
Dec-12 0.009 0.058 0.998 0.865
Mar-13 0.299 0.212 0.858 2.257
Chemical extraction Ostwald-De Waele
Feb-12 0.118 0.939 2117
Apr-12 0.090 0.954 1.177
Jul-12 0.113 0.928 1.962
Dec-12 0.081 0.977 1.402
Mar-13 0.151 0.904 1.967

Symbols: 1, shear stress, 7, yield stress; K, consistency index; » is the
flow index, SE, standard error.

shape when the applied stress is removed. This parameter was
only able to be quantfied in the samples obtained by
mechanical extraction.

From the consistency index (K), it is concluded that the
samples obtained by solvent extraction were more uniform
and presented lower viscosity values throughout the period
studied than the oils extracted by centrifugation.

Table 3 shows the results obtained in the textural analysis
of all olive-pomace oil samples. The cohesion and adhesion
forces were higher for the oils extracted by centrifugation and
were independent of the harvesting period.

Table 3. Textural analysis of crude pomace olive oil samples

Texture parameters
Cohesion Adhesion Cohesion Adhesion
Oil samples force (N) force (N) area (N's) area (Ns)
Mechanical extraction
Feb-12 1.69 0.72 054 0.29
Apr-12 1.00 0.83 036 0.15
Jul-12 033 0.19 0.16 0.20
Dec-12 2.08 0.63 0.55 0.16
Mar-13 145 0.75 049 0.21
Chemical extraction
Feb-12 1.50 0.75 0.55 0.25
Apr-12 0.83 0.66 0.29 0.09
Jul-12 1.18 0.53 030 0.17
Dec-12 0.93 0.61 0.35 0.19
Mar-13 0.06 0.02 0.08 0.04
www gjlst.com
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4 Conclusions

The rheological behavior of crude olive-pomace oil has been
established for the first time. The type of oil extraction
showed a great impact on the rheological behavior. Although
both types of oils were viscoelastic fluids with a predominant
viscous component and pseudoplastic flow behavior, the oils
extracted by centrifugation had a better fit to the Herschel-
Bulkley rheological model and the samples extracted
by solvent fitted better to the Ostwald-De Waele model
Therefore, the process of extraction affects the plasticity
of oils.

The authors are grateful to Oleicola El Tear, SCA for
managing all the samples required for the development of this work,
and to Irene Pérez de la Rosa for technical assistance.

The authors have declared no conflict of interest.
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ABSTRACT

Retaining the bioactive ingredients of olive pomace oil is a crucial step in
ensuring their functional or pharmaceutical value. To help select the best
method for retaining bioactive compounds in olive pomace oil, three refining
processes, namely, chemical, classical physical, or molecular distillation, were
compared at different temperatures. For each method, the contents of
triacylglycerols, fatty acids (oleic acid, linoleic and linolenic acids), triterpenic
acids (oleanolic and maslinic acids), and unsaponifiable matter (squalene,
aliphatic, sterols and terpenic) were studied. We observed that physical refining
by molecular distillation provided oils with interesting amounts of bioactive
compounds, especially triterpenic acids. Of these oils, the samples submitted to
a temperature of 1902C exhibited a greater albeit low acidity compared with the
other oils obtained by chemical and classical physical refining but exhibited
higher amounts of all bioactive compounds. Conversely, the molecular
distillation refining process had only a slight effect on the values of the
consistency index. The firmness, cohesiveness, and adhesiveness parameters
from texture profile analysis indicated that in general, all deodorized oils had
high smoothness and spreadability but low adhesiveness. Molecular distillation
was concluded to be the best refining process. Nevertheless, it is necessary to

improve the working conditions of this process.

KEYWORDS: Olive pomace oil / Refining processes / Bioactive compounds/

Rheology / Topical formulations
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1. INTRODUCTION

Olives are subjected to a mechanical extraction process in order to separate
the different parts that make up the fruit and obtain the pomace (solid residue),
extra virgin olive oil (EVOO juice), and vegetable water. EVOO has been used
since ancient times as a natural product for skin-care formulations and
cosmetics [1]. However, olive pomace oil (OPOC), obtained from pomace, has
always been discarded or used in other technological fields. Nevertheless, in
recent years, there has been growing interest in OPOC due to its composition
because it contains all the functional compounds of EVOO but with a higher
concentration of some minor components [2]. Thus, in decreasing order of
concentration, the bioactive compounds are: a) triacylglycerols as the main
component (>95%); b) fatty acids, such as oleic acid, used in cosmetic and
pharmaceutical formulation, and linoleic and linolenic acids, which influence the
metabolic processes of the skin and promote ceramide formation [3] and the
activity of vitamins A and E [4]; c) triterpenic acids, in particular oleanolic and
maslinic acids, with antitumor, anti-inflammatory, and bactericidal activities [5];
and d) unsaponifiable matter composed of squalene, used as an emollient to
keep skin soft and elastic. Additionally, it has antioxidant properties due to its
isoprene structure [6]. Aliphatic alcohols suppress the release of various
inflammatory mediators [7]; sterols and terpenic alcohols (erythrodiol and
uvaol) have positive effects on the inflammatory process [8].

Chemical and mechanical extractions can be used to obtain OPOC. In a
previous paper [9], it was demonstrated that mechanical extraction provides a
greater percentage of the main compounds (triacylglycerols). However, due to
the high acidity of the OPOC, it cannot be used in pharmaceuticals. This is why
the OPOC must be subjected to a refining process, but with minimum losses of
bioactive compounds [10].

There are two refining procedures, chemical (C) or physical (P), with

different steps. The common method of refining oil is by reacting it with an alkali
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solution, which neutralizes the free fatty acids (chemical refining). Ruiz-Mendez
et al. [11] demonstrated that physical procedures result in minimal losses of
bioactive compounds, such as triterpenic acids in the case of OPOC. In physical
refining, vegetable oils can be neutralized by free fatty acid distillation at high
temperatures, low pressures, and with steam stream. However, physical refining
can only be applied after mechanical extraction. This is because the OPOC from
chemical extraction has a high content of chlorophyll, phosphatides, carotenes,
and other pollutants that cannot be removed by simple physical means [12].
Given the above, the aim of this work was to study the influence of refining
processes in determining the composition of bioactive compounds for use in
topical formulations. For quantitative evaluation of the composition, two types
of OPOC were selected, obtained by chemical or mechanical extraction. These
oils were subjected to various refining processes (chemical refining, classical
physical refining, or physical refining by molecular distillation at different
temperatures). The best refining process was selected on the basis of the
analytical determination of bioactive compounds by gas chromatography.
Finally, rheological characterization and texture profile analysis are discussed as
convenient methods for mechanical characterization of topical olive pomace

oils.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Materials

The raw materials used for this paper were OPOC from the 2012-2013
campaign and were labeled as follows: olive pomace oil (OPOC) obtained by
chemical extraction (OPOC C) and, two OPOCs obtained by mechanical
extraction (OPOC MA and OPOC MB). All OPOCs were refined at the laboratory
scale. Therefore, OPOC C and OPOC MA were subjected to a chemical refining
process, and the obtained products were labeled as OPOD CC and OPOD MAC,

respectively. On the other hand, OPOC MA and OPOC MB were refined by
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classical physical refining and physical refining by molecular distillation at
different temperatures, and the obtained products were labeled as OPOD MAP
and OPOD MBP, respectively (Fig. 1).

Different reagents and solvents were used: hexane, diethyl ether, isopropyl
ether, ethanol, chloroform, dichloromethane phosphoric acid, methanol,
pyridine, acetone, acetic acid, sulfuric acid, potassium hydroxide, sodium
methylate, sodium hydroxide, ethyl acetate, phenolphthalein, and HPLC grade
acetonitrile were purchased from Panreac SA (Barcelona, Spain). Trimethyl
chlorosilane, hexamethyl disiloxane, and Sudan | were purchased from Sigma-
Aldrich (Darmstadt, Germany). Filter aids were supplied by Dicalite (Gent,
Belgium). Tonsil supreme 114 FF was obtained from Siid-Chemie (Toledo,
Spain). All reagents and solvents used were of analytical quality.

As standard compounds, 5-a-cholestan-3-ol, n-heicosanol, betulinic acid,
lauryl arachidate, and methyl heptadecanoate were purchased from Sigma-
Aldrich SA (S. Louis, USA). Squalene was purchased from Merck (Darmstadt,

Germany).

2.2. Methods
2.2.1 Chemical refining process

The steps of this method are described below:

Degumming: Five hundred grams of OPOC C or OPOC MA was weighed
into a vessel, and 0.3 wt.% oil of phosphoric acid was added. The mixture was
maintained at 25°C for 30 min under agitation, to precipitate phospholipids in
the acidic media.

Neutralization: Without separating the gums, the required amount of
NaOH (24° Be) was added, accompanied by an excess of 10%. The addition was
performed at 40°C and the temperature was then increased to 80°C. The
mixture was stirred at this temperature for 20 min. Then, the soap stocks were

separated by centrifugation at 2500 rpm.

115



Winterization: Without washing, 5% of NaOH (4° Be) was added to the
neutralized oil, and the mixtures was kept at 5°C for 18 h. The precipitates were
separated by centrifugation.

Washes: In order to remove traces of dissolved soap, the winterized oil was
washed three times with water (10% w/w) for 10 min. The washing water was
discarded.

Bleaching: The washed oil was dried under a vacuum of 60 Torr at 90°C for
15 min with an agitation of 125 rpm. Next, 1.5% of Tonsil Supreme 114% and
0.15% of activated carbon were added. The temperature was raised to 110°C
and held for 10 min. Then, the mixture was cooled under a vacuum and filtered
at 50°C.

Deodorization: The bleached oils were deodorized at 220°C for 3 h under a
vacuum of 0.5 to 1 mbar. Once deodorized, the oils were filtered with filter

paper and stored at -18°C until analysis (OPOD CC and OPOD MAC).

2.2.2 Physical refining process
2.2.2.1. Classical physical refining

The steps of this procedure were as follows:

Degumming: Five hundred grams of OPOC MA was weighed into a vessel,
and 0.5 wt.% oil of citric acid was added to it. The mixture was maintained for 10
min at 80°C under agitation, to precipitate phospholipids in the acidic media.

Washes: In order to remove traces of dissolved soap, the degummed oil
was washed once with water (10% w/w), for 10 min at 80°C. The washing water
was discarded.

Bleaching: The washed oil was dried under a vacuum of 60 Torr at 90°C for
15 min with an agitation of 125 rpm. Then, 1.5% Tonsil Supreme 114, 0.1%
activated carbon, 1% Trysil 300, and 0.1% Dicalite were added. The temperature
was raised to 110°C and held for 10 min. Then, the mixture was filtered.

Neutralizing deodorization: The bleached oil was deodorized at 250°C
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(OPOD MAP) for 3 h under a vacuum of 0.5 to 1 mbar. Water vapor was used as
the carrier gas at a rate of 6.24 mL/h. Once deodorized, the oil was filtered

through paper and stored at -18°C until analysis.

2.2.2.2 Molecular distillation refining

The steps of this procedure were as follows:

Bleaching: The bleaching conditions were the same as those used in the
classical physical refining procedure.

Molecular distillation: The deodorization was performed in a short-path
device (mod. KDL5, UIC Gmb, Germany). The operating conditions were fixed as
follows: feed flow of 1.44 I/h, 250 rpm as the rotation speed of the rollers,
condenser temperature of 50°C, and vacuum of 0.001 mbar. Deodorized oils
were taken at 140°C (OPOD140 MBP), 165°C (OPOD165 MBP), 190°C (OPOD190
MBP), and 215°C (OPOD215 MBP).

2.3. Analytical study

Analytical determination of bioactive compounds was carried out for
crude olive pomace oils (OPOC C, OPOC MA, and OPOC MB) and deodorized
oils obtained in different refining process (OPOD CC, OPOD MAC, OPOD MAP,
and different OPOD MBP).

The acidity, fatty acid composition, wax content, and squalene and alkyl
esters were determined by the methods outlined in the European Economic
Community [13].

The unsaponifiable matter was extracted and quantified after
saponification of the oils with KOH/EtOH, following the Spanish standard
method [14]. From these extracts, the content of sterols and aliphatic alcohols
was determined according the proposed standard methods [13], by using 5-a-
cholestan-3-ol and n-heneicosanol as internal standards, respectively.

The triterpenic acid content was determined following the method
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proposed by Pérez-Camino and Cert [2], which consists of the isolation of the
fatty acid fraction by SPE-NH, columns, silylation of the extracts, and
quantification by gas chromatography (Mod. 7890A, Agilent Technologies),

using betulinic acid as an internal standard.

2.4. Rheological characterization

Multi-step flow curve measurements were run using a controlled stress
rheometer (AR-2000, TA Instruments, New Castle, USA) and a plane geometry of
60-mm diameter with a smooth surface. A constant temperature was
maintained with a Peltier plate (25+0.1°C). The experimental protocol began
with a dynamic oscillatory study to determine the linear viscoelastic region of
oils through stress sweeps at a frequency of 1 Hz, a percentage tolerance of 1%,
and maximum point time of 120 s. Then, an appropriate value of stress was
selected in order to comply with non-destructive conditions. After this, a
frequency sweep was carried out in the range from 0.01 rad/s to 628.3 rad/s.
The analysis of results is based on the storage (G') and loss (G") moduli, which
are related to the elastic and viscous components, respectively. On the other
hand, flow and viscosity curves were determined by a rotational shear assay.
Each measurement was made in triplicate and was deemed valid when the
curves were superimposable.

Different theoretical models can be used to analyze the rheological results
to test performance in terms of shear stress (t) and shear rate (y) or viscosity ()
and shear rate (y). The lowest standard error was applied to the theoretical
rheological models. In our paper, the power law model (also well-known as

Ostwald-de Waele model) was used Eq. (1).

=Ky" (1)

This model relates the shear stress (t) with the shear rate (y), where K and
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n are the consistency index and fluid index, respectively. Depending on the value
of n, the fluid types can be determined. Fluids with n = 1 are Newtonian fluids
and those with n=1 are non-Newtonian fluids. The flow behavior can be
determined depending on the n value. Thus, n < 1 indicates pseudoplastic or

plastic flow (shear-thinning) and n >1 indicates dilatant flow (shear-thickening).

2.5 Texture profile analysis (TPA)

The texture is defined by ISO 5492 [15] as: an instrumental technique that
studies the set of rheological properties and structure of a perceived product by
the mechano-receptors, touch receptors, and in some cases, by visuals and
auditory information.

Actually, texture is an important attribute of any product, which affects its
processing and handling, and determines its useful life as well as acceptance by
users/patients.

Spreadability, in practical terms, is the ease with which a product can be
spread in a thin, even layer on a surface. The firmness or hardness can be
measured by the force required to obtain a given deformation or the amount of
deformation by a given force.

Although extensibility is also a deformation under an external load, it is a
more dynamic property than firmness or hardness. Measurements of firmness
and spreadability tend to be highly correlated, but this relationship is usually not
perfect.

Textural properties of the different OPOCs and OPODs were determined by
uniaxial compression with a load cell of 5 kg. A texture analyzer TA.XT2i (Stable
Micro Systems Ltd., Surrey, UK) was used and controlled by software. A conical
probe (HDP/SR, Stable Micro Systems) was inserted in the complementary
conical sample holder containing 8 £+ 0.1 g of different oils. This probe is an
accessory that measures the ease with which a product can be applied in a thin,

even layer. During the test, the force was increased to the point of maximum
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depth as the cone entered the vessel. The value of peak force (maximum force)
was taken as the firmness to the specified depth. Firmer samples showed a
larger positive area, representing the total amount of force (cohesiveness)
required to perform the breaking process. Both values were used to quantify the
spreadability of samples; however, one of the two measurements often gave
more relevant information than the other. The adhesive properties of the
product (adhesiveness), which are quantified by the negative zone of the curve,

were characterized during the return movement of the probe [16].

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Chemical characterization of OPOCs and OPODs obtained by refining
processes.

As mentioned before, OPOCs were refined to remove unwanted minor
components from oils, while causing minimal losses of bioactive compounds
[10]. Table 1 shows the results of analytical determinations of crude pomace oil
obtained by: chemical (OPOC C) and mechanical (OPOC MA) extractions, and
deodorized oil obtained by the chemical refining process (OPOD CC and OPOD
MAC). Table 2 includes the corresponding results for oils obtained by
mechanical extraction (OPOC MA and OPOC MB), and deodorized oils obtained
by physical refining processes (OPOD MAP and OPOD MBP).

Acidity and triterpenic acids. In relation to the acidity, it is possible to
appreciate two important aspects. First, it is noted that the oil obtained by
mechanical extraction (OPOC MA and OPOC MB) has less acidity than that
obtained by chemical extraction (OPOC C). Therefore, it seems that the
centrifugation process is more suitable than the solvent extraction process. This
property is observed because the chemical extraction process requires
preliminary drying under drastic conditions, producing oxidation and hydrolysis
reactions and thus causing the increase of free fatty acids.

Conversely it is observed that the temperature of the refining process
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greatly influences the acidity. Thus, it was observed that using high
temperatures, as in the case of chemical (2202C) and classical physical (2502C)
refining, acidity greatly decreases against the selected temperatures in
molecular distillation. However, these high temperatures have a significant
impact on the concentration of bioactive compounds.

In the case of chemical refining, free fatty acids and triterpenic acids were
removed by saponification. The acidity was reduced below <0.1%; however, the
oil quality was degraded from a health point of view because triterpenic acids
had been removed. Similar behavior can be observed in the case of classical
physical refining (Table 2). In contrast, the acidity was less reduced by molecular
distillation, but a higher amount of anti-inflammatory bioactive compounds
(triterpenic acids) were obtained (Table 2). This major acidity could be attributed
to the fact that a steam stream was not introduced in the molecular distiller to
remove free fatty acids.

Alkyl esters. As shown in Table 1 and 2, lower amounts of alkyl esters were
obtained in all processes of refining. These non-bioactive compounds appear
due to fermentation of vegetable matter during olive pomace oil storage in
ponds [17]. Consistent with Yuan et al. [18], an increase in temperature causes a
decrease of alkyl esters, as observed in the oils after molecular distillation,
because these compounds are volatile at temperatures >165°C.

Waxes. In general, the presence of long-chain esters as waxes in vegetable
oil is used to determine the purity and classification of the various grades of
olive oil [13]. The wax content increases during the chemical and physical
refining processes (Tables 1 and 2). This suggests esterification reactions
between free fatty acids and aliphatic alcohols present in the oil at
deodorization temperatures, as reported by Tubaileh et al. [19]. Thus, when
deodorization temperature increased, the wax content increased, as observed
from the oils obtained by molecular distillation.

Unsaponifiable matter. This is composed of a complex mixture of
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compounds other than glycerides. The major bioactive compounds in olive
pomace oil are squalene, sterols, and the triterpenic alcohols erythrodiol and
uvaol [8]. As displayed in Table 1 and 2, the percentage of unsaponifiable matter
decreased with refining. This could be attributed mainly to the removal of
squalene in the refining processes. However, in molecular distillation, a
significant amount of squalene was collected in deodorization distillates
(OPOD140 MBP to OPOD215 MBP). This squalene, as indicated by Bondioli et al.
[20], can be added to our oil, enriching the concentration of this bioactive
compound.

Tables 1 and 2 report the different sterols characteristic of the olive pomace
oil. In agreement with Verleyen et al. [21], the partial removal of sterols during
the refining process depends largely on the conditions applied in the various
stages of the process. Thus, with chemical and classical physical refining, the
amount of these bioactive compounds decreased (40% and 20%, respectively);
in contrast, the amount of these sterols increased slightly in the molecular
distillation. Similar behavior can be observed with triterpenic alcohols.

Considering all of the above, the physical refining processes, especially
molecular distillation, contribute to better performance in terms of the bioactive
compounds studied, which can be used in topical formulations for their
therapeutical activities. Furthermore, of all the oils obtained by molecular
distillation, OPOD190 MBP was chosen to be the only one that simultaneously
shows low acidity and less loss of bioactive compounds.

In summary, the results obtained for OPOD190 MBP by molecular
distillation were considered appropriate to compare with respect to EVOO,
which is a raw material widely used in topical formulations (Table 3). It is noted
that OPOD190 MBP showed greater acidity than EVOO, although still low;
however, we confirmed that our olive pomace oil exhibited higher amounts of

all bioactive compounds, except for squalene.

122



3.2. Rheological characterization
Fig. 2 shows the rheological behavior in chemical and mechanical extraction

(OPOC C and OPOC MA), and chemical refining (OPOD CC and OPOD MAC). Fig.
2A presents the oscillatory frequency sweep for the measurement of
viscoelasticity. In all cases, it was observed that the viscoelasticity of fluids, G’
and G", is dependent on the applied frequency. Moreover, there is a
predominance of the viscous component in all OPOC as OPOD. G’ was only
stable at frequencies less than 5-10 rad.s”, indicating little influence of the
elastic component in the viscoelastic behavior. At the same time, an important
gap was observed in the profiles between G” and G', which corroborates the
impact of viscous behavior. Only OPOD CC shows little difference between the
two components (G” and G’), which were even reversed at frequencies below
0.1 rad/s, indicating that G’ has greater impact on the internal structure of this
oil.

Fig. 2B shows the flow curves of OPOC C, OPOC MA, OPOD CC, and OPOD
MAC. All oils behave as pseudoplastic or shear-thinning fluids.

Fig. 3 compares the rheological behavior in chemical and classical physical
refining (OPOD MAC and OPOD MAP). For all oils, the viscous component (G")
increased with the applied frequency (Fig. 3A). Therefore, OPOD MAC and OPOD
MAP were viscoelastic fluids with a predominance of the viscous component,
similar to OPOC MA. Furthermore, it was observed that OPOD MAP had
progressively lower values of the elastic component (G'), in contrast with OPOD
MAC.

The flow behavior can be observed in Fig. 3B, which shows that all oils were
non-Newtonian fluids with pseudoplastic behavior.

Fig. 4 compares the rheological behavior of the two physical refining
processes, classical physical (OPOD MAP) and molecular distillation (OPOD
MBP). Again, all oils were viscoelastic fluids with a predominance of the viscous

component, similar to raw olive pomace oils. Nonetheless, it is observed that
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the fractions subjected to temperatures above 145°C in the molecular
distillation refining process (OPOD165 MBP, OPOD190 MBP and OPOD215 MBP)
had progressively lower values of G', and lost their elastic property (Fig. 4A).

The flow behavior can be observed in Fig. 4B. Again, all of the oils studied
exhibited pseudoplastic flow behavior.

The flow curves were adjusted to different rheological theoretical models.
The best fit was obtained with the power law model. Table 4 registers all the
parameters obtained. The results confirm that all oils studied behave as Non-
Newtonian fluids with pseudoplastic or shear-thinning behavior (n <1).
Nevertheless, the flow index values close to 1 denote that they were almost
Newtonian fluids.

The consistency index (K) values indicate that the viscosity was small in all
instances. Moreover, the chemical refining process did not affect the flow
characteristics (OPOD CC with respect to OPOC C and OPOD MAC with respect
to OPOC MA). Nonetheless, because OPOD CC and OPOD MAC did not differ in
the refining process, the extraction process is responsible for the results
obtained. Thus, mechanical extraction caused a loss of viscosity, while chemical
extraction promoted an increase of it. This could be related with the acidity
content. It is important to mention that OPOC MA with lower acidity resulted in
a decrease in viscosity. The opposite occured in OPOC C, the sample with higher
acidity (obtained by solvent extraction), increasing the viscosity of the sample
[22].

The classical physical refining (OPOD MAP) displayed less viscosity than
OPOC MA, although both are almost Newtonian fluids. The consistency index
values were lower for the physically refined samples than for the crude olive
pomace oil, while the chemical process seemed to not modify this parameter.

On the other hand, the molecular distillation refining process (OPOD MBP)

slightly affected the values of the consistency index.
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3.3. Texture profile analysis (TPA)

Determining the texture parameters of the oils can indicate their
mechanical and sensory properties during situations of use, for example,
spreadability, adhesiveness, and cohesiveness.

The firmness is related with the maximum positive force required to attain a
given deformation. Cohesiveness and adhesiveness correspond to the areas
under the curve obtained in the compression and withdrawal of the probe,
respectively. Cohesiveness indicates the force to break the physical/chemical
bonds established between the substances composing each oil. In contrast,
adhesiveness indicates the force required to separate the oil from the walls of
the containing recipient.

The results of TPA (Table 5) indicate that the refining processes influence
these parameters. Thus, the chemical refining process shows that the
deodorized oils (OPOD CC and OPOD MAC) present similar values. If the
chemical and classical physical refining processes are compared, OPOD MAC and
MAP OPOD show the lowest values of all parameters, indicating greater
influence of classical physical refining than chemical refining. In the case of
molecular distillation and taking into account all temperatures, changes in the
texture values are less marked than in classical physical refining.

In summary, OPOD CC and OPOD MAC are characterized by low firmness
and cohesiveness, which indicate that they are soft and have high spreadability.
At the same time, they have little adhesiveness and will thus form a thin film on
the skin. OPOD MAP presents the same characteristics of texture.

Molecular distillation provides a battery of OPOD with optimal texture
characteristics of softness and spreadability, which allow the formation of a

more adhesive film on the skin.

4. CONCLUSIONS

Temperature and, in general, the working conditions of the refining
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processes have important effects on the content of bioactive compounds. The
physical refining processes, especially molecular distillation, contribute to better
performance in these compounds. Furthermore, of all of the oils obtained by
molecular distillation, OPOD190 MBP was chosen to be the only one that
simultaneously showed low acidity and less loss of bioactive compounds.
However, this oil showed higher acidity than extra virgin olive oil but higher
amounts of all bioactive compounds, except squalene.

After the refining process, the olive pomace oils showed the best fit to the
power law rheological model, possibly due to the removal of minor components
in the process. In the OPOC subjected to refining, the viscosity decreased with
an increase in the deodorization temperature and reduction in the amount of
free fatty acids, thus also affecting the nature of the samples. The firmness,
cohesiveness, and adhesiveness parameters from texture profile analysis
showed that, in general, all OPODs have high smoothness and spreadability but
low adhesiveness.

In view of the achieved results, it can be concluded that molecular
distillation is the best refining process. Nevertheless, it is necessary to improve
the working conditions in order to reduce acidity and achieve lower losses, if
possible, of bioactive compounds. Therefore, other studies need to be
performed by changing the working conditions of the molecular distillation in

addition to applying other physical refining processes.
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TABLES

Table 1.- Analytical determinations of crude olive pomace oil obtained by

chemical (OPOC C) and mechanical (OPOC MA) extractions and deodorized

oil obtained by chemical refining process (OPOD CC and OPOD MAC).

Chemical extraction and
chemical refining

Mechanical extraction and
chemical refining

oPOCC OPOD CC OPOC MA OPOD MAC
Acidity (%) 20.7040.14 0.08+0.01 6,89+0.02 0,075+0,01
Triterpenic acids (mg/Kg) 5121+130 11171+263
Oleanolic acid 4342+78 0 50271142 0
Maslinic acid 779152 0 61144121 0
Alkyl esters (%) 3.69 0.02 1,21 0,42
Waxes (mg/kg) 3510478 51724173 1798458 2348+18
Unsaponifiable matter (%) 2.64+0.18 2.43+0.05 2,14+0.08 1,51+0,08
Squalene (mg/kg) 5048196 374749 6175121 4567+12
Aliphatic alcohols (mg/kg) 5784181 4744+7 5263+234 3081196
Sterols (mg/kg) 54354158 3065+269 3406187 2252458
Cholesterol (%) 0.24+0.01 0.24+0.04 0.24+0.03 0,24+0,03
Campesterol 3.20+0.02 3.54+0.04 3,20+0.22 2,81+0,16
Stigmasterol 1.23+0.07 1.59+0.18 1,2940.10 0,86+0.06
Clerosterol 0.94+0.01 1.34+0.05 1.4240.23 1,7940.26
B-Sitosterol 87.71+0.31 84.48+0.03 88.04+0.48 88.11+0.018
Sitostenol 1.26+0.13 2.17+0.28 2.36+0.22 2,97+0.21
5-Avenasterol 3.98+0.16 3.60+0.13 0.43+0.06 0.38+0.12
5,24-Estigmastadienol 0.83+0.17 1.94+0.37 2.18+0.02 2.06+0.12
A-7-Stigmastenol 0.38+0.04 0.89+0.11 0,46+0.01 0,45+0.15
A-7-Avenasterol 0.23+0.02 0.21+0.04 0,37+0.04 0,33+0.05
Triterpenic alcohols (mg/kg) 568+4 511+4 582448 376429

Average value n=3 £SD
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Table 2.- Analytical determinations of crude olive pomace oil obtained by

mechanical extraction (OPOC MA and OPOC MB) and deodorized oils

obtained by physical refining process (OPOD MAP and OPOD MBP).

Mechanical
extraction and Mechanical extraction and molecular distillation
Classical physical refining
refining
OPOD OPOD140 | OPOD165 | OPOD190 | OPOD215
OPOCMA MAP opocmB MBP MBP MBP MBP
Acidity (%) 6,89+0.02 0,12+0.0 11.76+0.0 | 17.00+0.06 | 6.30+£0.02 | 2.75+0.01 | 2.15+0.09
Triterpenic
. 11141+26 49+0.9 38300+1 | 8275+257 | 7619+180 | 9856+357 | 8458+567
acids (mg/Kg)
Oleanolic acid 50271142 29+0.6 12400167 | 4681182 44501141 | 5450+128 | 4310+167
Maslinic acid 61144121 20+0.3 25900456 | 3594+135 3169139 44061229 | 4148+400
Alkyl ters
Y este 1.21 0.00 2.67 1.60 0.18 0.03 0.02
(%)
Waxes
1798158 2374112 4633178 | 77821202 | 88061106 8827178 8866180
(mg/kg)
Unsaponifiabl 2,14+0.08 | 0,85:0.0 [ 3.57+0,25 | 3.37+0,05 | 3.05t0,16 | 2.80+0,15 | 2.35+0,14
e matter (%)
Squalene
6175+£121 232+12 45161107 | 23551126 2061481 31056 858
(mg/kg)
Aliphatic
alcohols 52631234 2220498 65954567 | 65461319 | 76904115 | 54651282 | 6954+366
(mg/kg)
Sterols
3406187 2646129 39794453 3851190 4284154 4131431 43594180
(mg/kg)
Cholesterol (%) | 0.24+0.03 0.2410.0 0.24+0.05 | 0.24+0.02 | 0.24+0,02 | 0.24+0,03 | 0.20+0,08
Campesterol 3,20+£0.22 3,18+0.1 3.0740.09 | 4.03+0.21 | 4.67+0,05 | 4.73+0,08 | 4.67+0,41
Stigmasterol 1,29+0.10 2,01+0.1 1.43+0.18 | 1.39+0.06 | 1.36+0,02 1.26+0,10 | 1.25+0,52
Clerosterol 1.42+0.23 1.83+0.0 1.34+0.11 | 1.50+0.12 | 1.41+0.12 1.22+0.41 | 1.95+0.03
B-Sitosterol 88.04+0.48 87.47+0. 88.49+0.3 | 87.71+0.4 | 87.90+0.0 | 88.03+0.0 | 86.62+0.0
Sitostenol 2.36%0.22 2.34+0.1 2.05+0.21 | 2.04+0.03 | 1.90+0.09 | 2.01+0.08 | 2.46%0.22
5- Avenasterol 0.43+0.06 0.33£0.0 0.3940.04 | 0.40+0.04 | 0.19+0.07 | 0.20+0.08 | 0.31+0.01
5'2.4_ . 2.18+0.02 2.02+0.0 2.1240.02 | 2.08+0.07 | 1.75+0.09 1.78+0.09 | 2.02+0.04
Estigmastadienol
A-7-stigmastenol | 0,4610.01 0,2940.0 0.38+0.01 | 0.45+0.03 | 0.41+0,05 | 0.39+0,00 | 0.39+0,00
A-7-Avenasterol 0,37+0.04 0,27£0.0 0.28+0.03 | 0.17+0.01 | 0.18+0,02 | 0.16+0,00 | 0.15+0,02
Triterpenic
alcohols 582+48 238+38 435+131 838+2 1221+24 1298+53 1393+214
(mg/kg)

Average value n=3 £SD
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Table 3.- Comparative study of the composition of olive pomace oil obtained
by mechanical extraction and molecular distillation (OPOD190 MBP) respect

to extra virgin olive oil (EVOO).

OPOD190 MBP EVOO
Acidity (%) 2.75 <0.8
Triterpenic acids (mg/Kg) 9856 90-190
Oleanolic acid 5450 30-80
Maslinic acid 4406 60-110
Alkyl esters (%) 0.03 -
Waxes (mg/kg) 8827 <250
Unsaponifiable matter (%) 2.80 0.4-2
Squalene (mg/kg) 310 9000
Aliphatic alcohols (mg/kg) 5465 350
Sterols (mg/kg) 4131 1500
riterpenic alcohols (mg/kg) 1298 <100
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Table 4.- Parameters obtained with the Power Law model for crude and

deodorized olive pomace oils studied.

(K, consistency index; n, flow index, SE, standard error)

‘ K (Pa-s) ‘ n SE

Chemical refining

OPOCC 0.151 0.904 1.967
OPOD CC 0.158 0.889 2.414
OPOC MA 0.127 0.933 1.367
OPOD MAC 0.126 0.940 1.295
Physical refining

OPOC MA 0.127 0.933 1.367
OPOD MAP 0.070 0.986 1.238
OPOC MB 0.298 0.849 2.220
OPOD140 MBP 0.211 0.886 2.704
OPOD165 MBP 0.186 0.954 3.357
OPOD190 MBP 0.227 0.899 4.510
OPOD215 MBP 0.257 0.880 4.150
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Table 5.- Parameters obtained in Texture profile analysis of crude and

deodorized olive pomace oils studied.

Firmness Cohesiveness | Adhesiveness
(N) (N.s) (N.s)

Chemical refining
OPOCC 0.28 0.22 0.04
OPOD CC 0.29 0.28 0.07
OPOC MA 0.42 0.26 0.05
OPOD MAC 0.30 0.24 0.04
Physical refining
OPOC MA 0.42 0.26 0.05
OPOD MAP 0.17 0.16 0.01
OPOC MB 0.71 0.37 0.16
OPOD140
MBP 0.54 0.34 0.13
OPOD165
MBP 0.36 0.26 0.07
0OPOD190
MBP 0.43 0.30 0.09
0OPOD215
MBP 0.54 0.32 0.12
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FIGURES

Figure 1. Extraction and refining processes of olive pomace oil from pomace.
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Figure 2. Rheological characterization of olive pomace oils obtained by chemical
(OPOC C) and mechanical (OPOC MA) extraction and by chemical refining (OPOD

CC and OPOD MAC). A) Oscillatory frequency sweeps B) Flow curves.
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Figure 3. Rheological characterization of olive pomace oils obtained by
mechanical extraction (OPOC MA) and by chemical and physical refining (OPOD

MAC and OPOD MAP). A) Oscillatory frequency sweeps B) Flow curves.
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Figure 4. Rheological characterization of deodorized olive pomace oils obtained

by classical physical (OPOD MAP) and molecular distillation (OPOD MBP)

refining. A) Oscillatory frequency sweeps B) Flow curves.
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