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RESUMEN 

 

Esta Tesis Doctoral profundiza en los criterios que definen y apoyan la calidad de los 

Aceites de Oliva Vírgenes (AOVs) producidos en Extremadura para garantizar su genuinidad, 

reforzando el conocimiento sobre los compuestos minoritarios responsables de su aroma y 

sabor únicos y de sus propiedades antioxidantes. Además se pretendió revalorizar los residuos 

de la industria elaiotécnica como fuente de bajo coste para la obtención de compuestos 

bioactivos, y así aumentar la competitividad y la diversificación de las empresas del sector.  

Para llevar a cabo este estudio se tomaron muestras de aceitunas en tres estados de 

maduración durante las campañas oleícolas 2011/2012 y 2012/2013 en un olivar experimental 

propiedad de la Consejería de Empleo, Empresa e Innovación del Gobierno de Extremadura. 

De este modo, el diseño experimental contempló bloques al azar con tres repeticiones y siete 

tratamientos, correspondientes con siete de las variedades de aceituna más representativas de 

nuestra región: Arbequina, Carrasqueña, Corniche, Manzanilla Cacereña, Morisca, Picual y 

Verdial de Badajoz. Además, se tomaron muestras de hojas de olivo (Olea europea, L.) de 

olivos de la variedad Arbequina durante la campaña 2012/2013. En las muestras de aceitunas, 

se realizaron determinaciones relacionadas con su comportamiento para obtención de aceite 

que se obtuvo mediante el sistema Abencor, en los que se midieron los parámetros físico-

químicos reglamentados y a los que se realizó un análisis sensorial. Además, se realizó el 

estudio de la estabilidad oxidativa, contenido en compuestos fenólicos totales, tocoferoles, 

compuestos fenólicos individuales y medida de la capacidad antioxidante, este último 

parámetro medido por cinco técnicas diferentes. Finalmente, se estableció una metodología de 

extracción de compuestos fenólicos de hojas de olivo y alperujo, así como un procedimiento 

para la incorporación de éstos a la matriz del AOV (aceite de oliva virgen). 

El rendimiento graso sobre materia seca y húmeda, el rendimiento Abencor, el 

porcentaje de extractabilidad y el porcentaje de humedad, presentaron características 

diferentes con la maduración del fruto. Destacaron las variedades Morisca y Verdial de 

Badajoz por su mayor rendimiento graso sobre materia seca en todos los estados de 

maduración. Los parámetros físico-químicos y sensoriales permanecieron dentro de los 

límites establecidos por la UE (Unión Europea), a lo largo de todo el proceso de maduración 

en las variedades estudiadas y en las diferentes campañas oleícolas. En el caso de la 

valoración organoléptica, los valores más altos para los atributos positivos (frutado, amargo y 
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picante) se encontraron en estado de maduración verde, no observándose en ningún caso 

influencia de la campaña de estudio.  

La estabilidad oxidativa, al igual que el contenido fenólico total, descendió de verde a 

envero, momento a partir del cual el descenso fue menos pronunciado, con la excepción de la 

variedad Morisca. Los valores más altos de estabilidad oxidativa fueron encontrados para las 

variedades Picual, Carrasqueña y Corniche y los más bajos lo presentaron las variedades 

Arbequina, Morisca y Verdial de Badajoz. Manzanilla Cacereña presentó valores intermedios 

dependiendo de la maduración del fruto. En cuanto al contenido en fenoles totales, los aceites 

extremeños se clasificaron en tres grupos: 1) aceites con bajo contenido fenólico total (< 200 

mg·kg-1): Arbequina y Verdial de Badajoz en estado de maduración maduro y Morisca en 

envero; 2) aceites con contenido intermedio (200-350 mg·kg-1): Corniche, Manzanilla 

Cacereña y Morisca en estado de maduración maduro y Manzanilla Cacereña y Morisca en 

envero y 3) aceites con alto contenido fenólico (350-550 mg·kg-1): todos los aceites en estado 

de maduración verde, Carrasqueña, Corniche y Picual en envero y Carrasqueña y Picual en 

maduro.  

Los tocoferoles encontrados en los aceites monovarietales analizados fueron el α-, β- y 

γ-tocoferol, destacando el α-tocoferol en todos las variedades con un porcentaje medio del 96 

%. Además se observó una disminución del contenido en tocoferoles a medida que avanzaba 

la maduración del fruto y una alta dependencia varietal.  

Los compuestos fenólicos determinados mediante HPLC (cromatografía líquida de alta 

resolución) no presentaron diferencias cualitativas entre las distintas variedades, pero sí 

cuantitativas. Los compuestos detectados y cuantificados pertenecen a la familia de derivados 

secoiridoides del hidroxitirosol (3,4-DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-EDA) y tirosol (p-HPEA-EA 

y p-HPEA-EDA) y el acetato de hidroxitirosol (3,4-DHPEA-AC), seguidos de los alcoholes 

fenólicos (hidroxitirosol y tirosol), flavonoides (luteolina y apigenina) y ácidos fenólicos 

(vanillina y ácidos vaníllico, p-cumárico, cafeico y ferúlico). Los fenoles mayoritarios 

identificados en las siete variedades estudiadas, fueron los derivados de la oleuropeina: 3,4-

DHPEA-EDA y 3,4-DHPEA-EA y los derivados del ligustrósido: p-HPEA-EDA y p-HPEA-

EA. 

Atendiendo a la capacidad antioxidante, medida por el método ABTS (ácido 2,2`-azino-

bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico)), los AOV se clasificaron en un primer grupo con valores 

bajos: Arbequina, Manzanilla Cacereña y Morisca y un segundo grupo que engloba a 
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Carrasqueña y Corniche con capacidad antioxidante elevada. Todos los aceites elaborados con 

frutos verdes presentaron mayor capacidad antioxidante, con tendencia a disminuir 

significativamente hasta envero y más ligeramente de envero a maduro, con la excepción de la 

variedad Morisca. Según el método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), los valores de EC50 

(la concentración del antioxidante requerida para reducir la concentración de DPPH al 50% de 

su valor inicial) más bajos los presentó la variedad Carrasqueña (EC50 < 15 μg·ml-1). 

Basándonos en la técnica de peroxidación de lípidos, la variedad Picual fue la que mayor 

porcentaje de inhibición presentó (45,1 %), sin embargo, la variedad Carrasqueña fue la que 

mayor porcentaje de inhibición presentó frente a H2O2 (peróxido de hidrógeno) (76,8 %). Por 

último no se encontraron diferencias significativas frente a la inhibición de NO (óxido nítrico) 

entre las variedades estudiadas. 

Se ha obtenido una buena correlación entre la capacidad antioxidante, el contenido en 

compuestos fenólicos totales y la estabilidad oxidativa de las siete variedades a lo largo de la 

maduración del fruto, indicando que la capacidad antioxidante está influenciada por la 

concentración de compuestos fenólicos. También se encontró una buena correlación entre el 

contenido total en compuestos fenólicos junto al contenido en α-tocoferol con la estabilidad 

oxidativa. 

Por último, se ha encontrado que las hojas de olivo presentaron una mayor aptitud que 

el alperujo para la obtención de compuestos fenólicos en fase acuosa. En cuanto a la 

incorporación de estos compuestos fenólicos al AOV, la adición del extracto de hojas de olivo 

sin coadyuvantes aumentó el contenido en compuestos fenólicos y este aumento fue mayor 

cuando se utilizó lecitina como emulsionante. Finalmente el incremento en compuestos 

fenólicos del AOV, supuso un aumento de la actividad antioxidante y por tanto una mayor 

estabilidad oxidativa de los aceites.  
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SUMMARY 

This doctoral thesis examines the criteria that define and support the quality of virgin 

olive oils (VOOs) produced in Extremadura to ensure its genuineness, strengthening the 

knowledge about minority compounds responsible for aroma and unique flavour and its 

antioxidant properties. In addition it was intended to revalue waste industry as a source of low 

cost for the production of bioactive compounds, and thus increase the compe titiveness and 

diversification of the companies in the sector.  

To carry out this study, olive fruits were collected in three stage of maturation during 

2011/12 and 2012/2013 olive seasons in the Researcher Center property of the Consejería de 

Empleo, Empresa e Innovación of the Extremadura Government. In this way, the statistical 

design was based in randomized blocks with three replicates for each seven varieties which 

correspond with seven of the most representative varieties of our region: Arbequina, 

Carrasqueña, Corniche, Manzanilla Cacereña, Morisca, Picual, and Verdial de Badajoz. 

Besides, olive leaf samplings of Arbequina cultivar were carried during 2012/2013 olive 

season. Determinations related to their olive fruit behavior were conducted by the Abencor 

system to obtain oil. The regulated physico-chemical, and sensory analysis parameters were 

measured. Besides, oxidative stability, total phenolic compound, tocopherols, individual 

phenolic compound, and antioxidant capacity with five different methods, were carried out. 

Finally, a method of extraction of phenolic compound of olive leaves and alpeorujo were 

evaluated, as well as a procedure for the incorporation of these compounds to VOO (virgin 

olive oil) matrix. 

The oil yield of dry and wet matter, Abencor extraction, the extractability, and fruit 

moisture, presented different characteristics during ripening. Morisca and Badajoz Verdial 

varieties showed the highest oil yield on dry matter in all the stage of maturation. The 

physicochemical and sensory quality parameters for the olive oil samples were within the 

limits set by the EU (European Union), throughout the maturation in the studied varieties and 

in different olive oil campaigns. In the case of the organoleptic assessment, the highest values 

for positive attributes (fruity, bitter, and spicy) were found in green stage of maturation, 

without notice any influence of the campaigns.  

The oxidative stability, as well as total phenolic content, decreased from green to 

spotted, time from which the fall was less pronounced, with the exception of the Morisca 

variety. The highest values of oxidative stability were found in Picual, Carrasqueña, and 

Corniche varieties and the lowest values were found in Arbequina, Morisca, and Verdial de 
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Badajoz varieties. Manzanilla Cacereña presented intermediate values depending on the 

maturation. In terms of total phenols content, olive oils from Extremadura were classified into 

three groups: 1) oils with low total phenolic content  (< 200 mg·kg-1): Arbequina and Verdial 

of Badajoz in ripe stage of maturation and Morisca in spotted; 2) oils with intermediate 

content (200-350 mg·kg-1): Corniche, Manzanilla Cacereña, and Morisca in ripe stage of 

maturation and Manzanilla Cacereña and Morisca in spotted and 3) oils with a high total 

phenolic content (350-550 mg·kg-1): all the olive oils studied in green stage of maturation, 

Carrasqueña, Corniche, and Picual in spotted, and Carrasqueña and Picual in ripe.  

Tocopherols found in the analysed monovarietal oils were α-, β-, and γ-tocopherol, 

emphasizing the α-tocopherol in all varieties which represent the 96 %. In addition, a decrease 

of tocopherols content were observed as ripening progress with a high varietal dependence.  

Phenolic compounds determined by HPLC (high performance liquid chromatography) 

did not show qualitative differences between different varieties, but they showed quantitative 

differences. Detected and quantified compounds belong to the family of secoiridoids 

derivatives of hydroxytyrosol (3,4-DHPEA-EA and 3,4-DHPEA-EDA) and tyrosol (p-HPEA-

EA and p-HPEA-EDA) and hydroxytyrosol acetate (3, 4-DHPEA-AC), followed by phenolic 

alcohols (tyrosol and hydroxytyrosol), flavonoids (luteolin and apigenin) and phenolic acids 

(vanillin and vanillic acid, p-coumaric, caffeic, and ferulic). The majority phenols identified 

in all seven varieties studied were derivatives of oleuropein: 3,4-DHPEA-EDA and 3,4-

DHPEA-EA, and ligustrosid derivatives: p-HPEA-EDA and p-HPEA-EA. 

According to the antioxidant capacity, measured by ABTS (2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) method, the VOOs were classified in the first group 

with low content: Arbequina, Manzanilla Cacereña, and Morisca, and a second group that 

includes Carrasqueña and Corniche with high antioxidant capacity.  All the olive oils made 

from green fruits had higher antioxidant capacity, with a tendency to decrease significantly 

until spotted and more lightly from spotted to ripe, with the exception of Morisca variety. 

According to DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method, the lowest values of EC50 (the 

concentration of the antioxidant required to reduce the concentration of the DPPH to 50% of 

its initial value) were presented by Carrasqueña variety (EC50 < 15 μg·ml-1). Based on lipid 

peroxidation technique, Picual variety was the one that presented higher inhibition percentage 

(45.1 %), however, Carrasqueña variety was the one that presented higher inhibition 

percentage against H2O2 (hydrogen peroxide), (76.8 %). Finally, it did not find significant 

differences with NO (nitric oxide) inhibition between the studied varieties.  
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       Summary 

 
 

A good correlation between the antioxidant capacity, total phenolic content and 

oxidative stability were obtained in the seven varieties throughout the ripening of the fruit, 

indicating that the antioxidant capacity is influenced by the concentration of phenolic 

compounds. A good correlation was also found between the total phenolic compounds along 

with α-tocopherol content with oxidative stability.  

Finally, it was found that the olive leaves showed a greater aptitude than alperujo for 

obtaining of phenolic compounds in aqueous phase. As for the incorporation of these phenolic 

compounds to VOO, the adding of olive leaves extract without adjuvant increased the total 

phenolic compounds and this increase was greater when it was used lecithin as an emulsifier. 

Finally, the increase in phenolic compounds of VOO meant an increase of antioxidant activity 

and therefore a greater oxidative stability of the oils.  
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I.1. EL CULTIVO DEL OLIVO.  

I.1.1. Origen y distribución. 

El cultivo del olivo (Olea europaea, L.) se originó hace más de 6000 años en Oriente 

Medio. Existen dos hipótesis sobre el origen del olivo, una que postula que proviene de las 

costas de Siria, Líbano e Israel y otra que lo considera originario de Asia menor. La llegada a 

Europa probablemente tuvo lugar de mano de los fenicios, en tránsito por Chipre, Creta, e 

Islas del Mar Egeo, pasando a Grecia y más tarde a Italia. Los primeros indicios de la 

presencia del olivo en las costas mediterráneas españolas coinciden con el dominio romano, 

aunque fueron posteriormente los árabes los que impulsaron su cultivo en Andalucía, 

convirtiendo a España en el primer país productor de aceite de oliva a nivel mundial.  

Con el descubrimiento de América, los colonizadores españoles trasladan en el siglo 

XVI el cultivo hacia el Nuevo Mundo. La introducción en Perú y México tuvo lugar alrededor 

de 1560 y en California en 1769. Actualmente el cultivo del olivar se extiende por todos los 

países cuyo clima lo permite. El aceite obtenido de sus frutos, que etimológicamente proviene 

de la palabra árabe “az-zait”, que quiere decir el jugo de la aceituna, ha servido durante siglos 

como alimento, materia prima para alumbrado, ungüento medicinal y líquido revitalizador del 

organismo humano. 

Actualmente, el olivo es uno de los cultivos más importantes, cuantitativa y 

socialmente, en los países de la cuenca mediterránea, especialmente en España, Italia y Grecia 

(Figura I.1). Su producto, el AOV, es muy interesante por sus propiedades nutricionales y 

características sensoriales, constituyendo uno de los pilares de la llamada dieta Mediterránea. 

Su composición en ácidos grasos monoinsaturados y sus antioxidantes naturales le confieren 

propiedades indudablemente beneficiosas para la salud (Tura et al., 2007; Ocakoglu et al., 

2009).  

El cultivo del olivar vive una época incierta, aunque no exenta de esperanzas y buenas 

expectativas. La rusticidad y longevidad de la especie hace que se encuentren con facilidad 

árboles milenarios y plantaciones centenarias, por tanto dicho cultivo presenta una superficie de 

cultivo creciente debido a que el olivo se asienta en todo tipo de terrenos, a veces poco fértiles,  

otras en pendientes sometidas al efecto de la erosión, dónde otros cultivos son incapaces de 

producir, e incluso en zonas secas y áridas, con precipitaciones escasas y prolongados periodos 

con déficit hídrico. España e Italia son los principales productores a nivel mundial, seguidos de 
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Grecia, Turquía y Túnez. En España la región olivarera por excelencia es Andalucía, seguida 

en importancia por Castilla La Mancha, Extremadura y Cataluña.  

 

Figura I.1. Distribución del cu ltivo del o livo en la cuenca Mediterránea, (www.olivar.com). 

I.1.2. Composición de la aceituna. 

El aceite de oliva se extrae de la aceituna que es el fruto del olivo; es una drupa de 

tamaño variable en la que se distinguen tres partes: la parte exterior o epicarpio, la parte 

media, mesocarpio o pulpa, y la parte interna, endocarpio o hueso (Figura I.2).  

Epicarpio: es el tejido que sirve de envoltura y representa entre el 2 % y el 2,5 % del 

peso del fruto. Su color evoluciona durante la maduración, desde una tonalidad verde intensa 

hasta un color negro, pasando por distintas tonalidades rojo-violáceas. 

Mesocarpio: es la parte carnosa de la 

aceituna, a la que corresponde la mayor parte 

del peso del fruto, entre el 70 % y el 80 %. 

Endocarpio: representa entre el 17 % y el 

23 % del peso del fruto, encierra la semilla con 

el embrión (2 % a 5,5 % del peso).   

La composición de la aceituna es muy 

variable, y depende de la variedad de aceituna, 

del suelo, del clima y del cultivo. Por término 

medio, las aceitunas llevan en su composición: 

- Aceite: 18-32 % 

Figura I.2. Composición de la aceituna, 

(www.fao.org). 
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- Agua de vegetación: 40-55 %  

- Hueso y tejidos vegetales: 23-35 %. Los componentes de esta fracción son: 

carbohidratos (20 %), celulosa (6 %) y proteínas (1,5 %) aproximadamente. 

 

Maduración de la aceituna. 

Se denomina periodo de maduración de la aceituna al transcurrido desde que comienza 

el cambio de color externo del fruto hasta que el color negro o violáceo característico, según 

el cultivar, se generaliza en la epidermis.  

La pulpa aumenta de peso durante el verano, acelerando su crecimiento a partir de 

septiembre, hasta que se perciben los cambios estructurales que indican la aproximación del 

cambio de color. Al principio del otoño, el color verde intenso evoluciona a verde claro 

amarillento y brillante. Posteriormente comienzan a aparecer pequeñas manchas rojizas o 

violáceas (inicio del estado de maduración envero), que se extienden y terminan por ocupar 

toda la piel. La aceituna sigue aumentando de peso una vez que aparecen las tonalidades 

rojizas del epicarpio, hasta llegar a un máximo que se presenta en el momento en que el árbol 

contiene el mayor porcentaje de frutos en envero y que coincide aproximadamente con la 

desaparición de los frutos verdes. El mesocarpio, inicialmente de color blanquecino, comienza 

a teñirse de color violáceo a partir del epicarpio, penetrando finalmente hasta el hueso. 

Mientras tanto, el epicarpio ha ido cambiando de color violáceo hasta violeta oscuro brillante. 

Los colores finales, tanto de la pulpa como de la piel, son característicos de cada variedad 

(Humanes y Civantos, 1993). 

En el interior de la aceituna se producen numerosos procesos de transformación y 

síntesis de sustancias orgánicas durante la maduración, entre los que destaca la síntesis de 

triglicéridos, que se acumulan en el interior de las células del mesocarpio de las drupas, y que 

constituyen la casi totalidad del aceite de oliva. La formación del aceite en la pulpa comienza 

a mediados de julio, aumentando durante el otoño y alcanzando el máximo dependiendo de la 

variedad.  

En general, la época de maduración fisiológica de la aceituna, en la que la lipogénesis 

alcanza su grado máximo, no coincide con la fase de maduración que permite obtener un 

aceite con las mejores características cualitativas y organolépticas. Todas las variedades de 

aceitunas producen excelentes AOV (cada uno con sus características particulares) siempre y 
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cuando las aceitunas estén sanas, se molturen recién recolectadas y el aceite se almacene de 

forma apropiada. 

El periodo de maduración es de especial importancia para determinar el periodo óptimo 

de recolección (Gómez-González et al., 2011). En la elección del momento de recolección se 

trata de conseguir una mayor cantidad de aceite, compatible con la mayor calidad de éste. 

También debe procurarse que los efectos negativos sobre el olivo y sobre las cosechas futuras 

sean mínimos, y que el coste económico de la recolección resulte moderado (Civantos, 2009).  

 

I.1.3. Variedades cultivadas o cultivares de olivo.  

En España se cultivan 262 variedades de olivo, aunque sólo 24 alcanzan la categoría de 

variedad principal (Barranco, 2004). Cada una de ellas aporta unas características diferentes al 

aceite de oliva, tanto en la composición química como en la organoléptica. Atendiendo a su 

importancia y difusión se han clasificado en cuatro categorías: principales, secundarias, 

difundidas y locales. Variedades principales son aquellas que presentan una importante 

superficie cultivada o que son dominantes en al menos una comarca. Las variedades 

secundarias no llegan a dominar en ninguna comarca pero son base de plantaciones regulares. 

Las variedades difundidas y locales se encuentran como árboles aislados en varias o en una 

sola comarca respectivamente. Atendiendo a su aptitud pueden clasificarse en dos grupos: 

variedades de mesa y variedades para aceite. 

Extremadura presenta características muy bien diferenciadas del resto de España, en 

cuanto a variedades propias existentes implantadas en nuestra región y no frecuentes en otros 

lugares. Además, allí donde se realizan adecuadas prácticas en el olivar y el manejo en las 

almazaras es el idóneo, se obtienen aceites valorados por sus peculiaridades y buenas 

características organolépticas.  

Las variedades Arbequina, Carrasqueña, Corniche, Manzanilla Cacereña, Morisca, 

Picual y Verdial de Badajoz son algunas de las principales variedades de aceitunas 

extremeñas y a continuación pasaremos a describirlas (COI, 2000).  
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Figura I.3. Aceituna de la variedad 

Arbequina, (fotografía realizada por 

M. Martínez y D. Martín). 

 ARBEQUINA 

Sinonimias: Arberqui, Arbequín y Blancal. 

Distribución geográfica e importancia: 

Es la variedad más importante de Cataluña donde ocupa más de 55000 ha. También se 

encuentra ampliamente difundida en Aragón y, recientemente, en Andalucía y Extremadura 

(principalmente en la zona de Tierra de Barros y en las Vegas del Guadiana). Fuera de España 

se encuentra principalmente en Argentina. 

Descripción: 

El árbol es de vigor bajo, porte abierto y densidad 

de copa media, siendo su influorescencia de longitud 

larga.  

El fruto (Figura I.3) es de peso bajo, de forma 

esférica y simétrica. El ápice es redondeado con ausencia 

de pezón. Sus lenticelas son escasas y pequeñas.  

Consideraciones agronómicas y comerciales:  

Se trata de una variedad considerada rústica por su resistencia al frío y su tolerancia a la 

salinidad. Es sin embargo susceptible a clorosis férrica en terrenos muy calizos. Es considerada 

sensible a la mosca y verticilosis, y tolerante a repilo y tuberculosis. Su capacidad de 

enraizamiento es elevada. Su entrada en producción es precoz. Sus frutos tienen una fuerza de 

retención media pero su pequeño calibre dificulta la recolección mecanizada con vibrador de 

troncos. Su vigor reducido permite su utilización en plantaciones intensivas. Es apreciada por su 

productividad elevada y constante.  

 

 CARRASQUEÑA 

Sinonimias: Manzanilla de Badajoz, Manzanilla Sevillana, Manzanilla, Manzanilla basta, 

Manzanilla blanca, Manzanilla común, Manzanillo, Romerillo y Varetuda.  

Distribución geográfica e importancia: 

Es la variedad de mesa más difundida internacionalmente. En Extremadura podemos 

encontrarla en las zonas de Tierra de Barros, Vegas del Guadiana y La Siberia. También se 

encuentra difundida en Portugal, Estados Unidos, Israel, Argentina y Australia.  
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Figura I.4. Aceituna de la variedad 

Carrasqueña, (fotografía realizada 

por M. Martínez y D. Martín).  

Figura I.5. Aceituna de la variedad 

Corniche, (fotografía realizada por 

M. Martínez y D. Martín). 

Descripción:  

El árbol es de vigor bajo-medio, porte abierto y 

densidad de copa media, siendo su influorescencia de 

longitud corta. 

El fruto (Figura I.4) es de peso elevado, de forma 

esférica y asimétrica. El ápice es redondeado con 

ausencia de pezón. La sección trasversal máxima está 

centrada. Sus lenticelas son abundantes y pequeñas.  

Consideraciones agronómicas y comerciales:  

Esta variedad es de vigor reducido y se adapta fácilmente al cultivo en plantaciones 

intensivas. Se considera susceptible a la asfixia radical, a la clorosis férrica, en suelos calizos, 

y al frío invernal. Se considera muy sensible a verticilosis y sensible a repilo, tuberculosis, 

lepra y mosca. La productividad es elevada y alternante. Su época de maduración es precoz y 

presenta elevada resistencia al desprendimiento. Es la variedad de mesa más apreciada 

internacionalmente por su productividad y calidad de fruto.  

 

 CORNICHE 

Sinonimias: Cornicabra, Cornezuelo, Macho, Mollar y Zorzaleño.  

Distribución geográfica e importancia: 

Esta variedad ocupa en Extremadura en torno a 10000 ha, distribuyéndose 

principalmente en la zona oleícola de los Ibores.  

Descripción: 

El árbol es de vigor medio, porte erguido y 

densidad de copa espesa, siendo su influorescencia de 

longitud media. 

El fruto (Figura I.5) es de peso medio, de forma  

alargada y asimétrica. El ápice es apuntado sin pezón. La 

sección trasversal máxima está centrada. Sus lenticelas 

son abundantes y pequeñas. 
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Figura I.6. Aceituna de la variedad 

Manzanilla Cacereña, (fotografía 

realizada por M. Mart ínez y D. Mart ín).  

Consideraciones agronómicas y comerciales:  

 Se trata de una variedad de fácil enraizamiento y gran adaptación a suelos pobres y 

zonas secas y frías. Su entrada en producción es tardía al igual que su época de floración. Es 

especialmente sensible a tuberculosis, verticilosis y repilo. También es sensible a los ataques 

de mosca. La productividad es elevada y alternante. La maduración de sus frutos es tardía y 

presentan elevada resistencia al desprendimiento, lo que dificulta su recolección mecanizada. 

También es utilizada para aderezo por la calidad de su pulpa.  

 

 MANZANILLA CACEREÑA 

Sinonimias: Albareña, Alvellanilla, Asperilla, Blanca Cacereña, Costalera, Hembra, 

Manzanil, Morillo, Negrilla, Perita y Redonda. 

Distribución geográfica e importancia: 

Esta variedad ocupa en España 64000 ha, 48000 ha en Cáceres, distribuyéndose 

principalmente en Gata-Hurdes y La Vera-Jerte-Ambroz. El resto se ubican en la provincia de 

Badajoz. Se cultiva en Salamanca, Ávila y Madrid. También en Portugal. 

Descripción: 

El árbol es poco vigoroso, de porte abierto y 

densidad de copa media, siendo su influorescencia de 

longitud media. 

El fruto (Figura I.6) es de peso muy elevado, de 

forma esférica y asimétrica. El ápice es redondeado sin 

pezón. La sección trasversal máxima está centrada o 

hacia la base. Sus lenticelas son abundantes y pequeñas.  

Consideraciones agronómicas y comerciales:  

Esta variedad muestra buena adaptación a terrenos con humedad y a zonas frías. Su 

época de floración es de media a tardía. Se considera susceptible a repilo y tuberculosis. La 

productividad es media y constante. La época de maduración de sus frutos es precoz. Es 

apreciada tanto para aceituna de mesa como para la producción de aceite. Sus frutos tienen 

elevada fuerza de retención que dificulta la recolección. Es la variedad base de la 

Denominación de Origen Protegida de “Gata-Hurdes”. 
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Figura I.7. Aceituna de la variedad 

Morisca, (fotografía realizada por 

M. Martínez y D. Martín). 

 MORISCA 

Sinonimias: Basta, Cañaval Blanco, Cañaval Negro, Cordovil, Churro, de Pico, Gorda, 

Macho y Verdial.  

Distribución geográfica e importancia: 

Esta variedad ocupa en España más de 75000 ha, de las cuales 37053 ha se encuentran 

en la provincia de Badajoz, ubicándose principalmente en las zonas oleícolas de Tierra de 

Barros y Jerez-Llerena. También se cultiva en el Alentejo, Portugal. 

Descripción: 

El árbol es de vigor medio, de porte erguido y 

densidad de copa espesa, siendo su influorescencia de 

longitud media. 

El fruto (Figura I.7) es de peso muy elevado, de 

forma ovoidal y asimétrico. El ápice es redondeado 

presentando pezón. La sección trasversal máxima está 

centrada y su base truncada. Sus lenticelas son  

abundantes y pequeñas. 

Consideraciones agronómicas y comerciales:  

Se trata de una variedad rústica de gran adaptación a suelos pobres a la vez que sensible 

al frio invernal. Presenta escasa capacidad de enraizamiento y su época de maduración es 

tardía, con una resistencia al desprendimiento media. También se adereza en verde. Se 

considera susceptible a repilo, tuberculosis y mosca.  Es apreciada por su productividad 

elevada y constante, tamaño de fruto y contenido en aceite.  

 

 PICUAL 

Sinonimias: Jabata, Andaluza, Blanco, Corriente, Fina, Lopereño, Manteño, Morcona, 

Nevadillo, Picúa, Salgar y Temprana. 

Distribución geográfica e importancia: 

Es la variedad más importante de España. Actualmente ocupa más de 700000 ha, 

dominando en las provincias de Jaén, Córdoba y Granada. En Extremadura ocupa unas 5000 

ha predominando en la Serena y en la Siberia.  
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Figura I.8. Aceituna de la variedad 

Picual, (fotografía realizada por M. 

Martínez y D. Martín ). 

Descripción: 

El árbol es de vigor medio, de porte abierto y 

densidad de copa espesa. La hoja posee forma elíptica y 

longitud y anchura media.  

El fruto (Figura I.8) es de peso medio, de forma 

ovoidal y asimétrico. El ápice es redondeado con 

ausencia de pezón. La sección trasversal máxima está 

centrada y su base truncada. Sus lenticelas son abundantes 

y pequeñas. 

Consideraciones agronómicas y comerciales: 

Se trata de una variedad rústica por su adaptación a diversas condiciones de clima y 

suelo; en particular se estima tolerante al frio, a la salinidad y al exceso de humedad e n el 

suelo. Sin embargo, es sensible a la sequía y a terrenos calizos. La entrada en producción es 

precoz. Su época de floración es media y se considera autocompatible. La maduración de sus 

frutos es precoz y presentan una baja resistencia al desprendimiento, que facilita la 

recolección mecanizada de los mismos. Es una variedad tolerante a tuberculosis y lepra, pero 

muy susceptible a repilo y verticilosis. También es susceptible a la mosca. Es muy apreciada 

por su constante y elevada productividad y facilidad de cultivo. Es la variedad base de la 

Denominación de Origen Protegida de “Aceite Monterrubio”.  

 

 VERDIAL DE BADAJOZ 

Sinonimias: Macho, Manzanilla rabuda, Mollar y Zorzaleño. 

Distribución geográfica e importancia: 

Es una variedad predominante en la provincia de Badajoz con un 65 % 

(aproximadamente 20000 ha), encontrándose principalmente en las zonas oleícolas de 

Alburquerque y Vegas del Guadiana. En Cáceres ocupa un 35 % (aproximadamente 11000 

ha), principalmente en las zonas de Montánchez y Logrosán-Guadalupe. 
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Figura I.9. Aceituna de la variedad 

Picual, (fotografía realizada por M. 

Martínez y D. Martín ). 

Descripción: 

El árbol es de vigor elevado, de porte erguido y 

densidad de copa espesa. La hoja posee forma elíptica-

lanceolada, longitud larga y anchura media.  

El fruto (Figura I.9) es de peso elevado, de forma 

ovoidal y asimétrico. El ápice es apuntado presentando 

pezón. La sección trasversal máxima está centrada y su 

base truncada. Sus lenticelas son abundantes y pequeñas.  

Consideraciones agronómicas y comerciales:  

Es una variedad muy vigorosa, apreciada por su notable resistencia a la sequía, que la 

hace recomendable como patrón de variedades más susceptibles. Su capacidad de 

enraizamiento es media. Su capacidad de brotación tras podas severas es limitada. Su entrada 

en producción es media. Su época de floración es media y suele presentar elevados 

porcentajes de aborto ovárico. Con una productividad media y alternante, su época de 

maduración es media y presenta una elevada resistencia al desprendimiento, que dificulta la 

recolección de sus frutos. Se considera muy susceptible a tuberculosis y susceptible a lepra y 

mosca. 

 

I.2. EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN  

I.2.1. Importancia y situación actual del sector.  

A nivel mundial y nacional.  

El cultivo del olivo ocupa en todo el mundo una superficie superior a los ocho millones 

de hectáreas, con más de setecientos millones de árboles, repartidos por diversas regiones del 

planeta, pero localizados en su mayor parte en la cuenca mediterránea y cercano oriente. 

Únicamente el 2 % de la producción mundial se realiza fuera del área mediterránea. La 

producción mundial de aceite de oliva en toneladas, clasificada por países se presenta en la 

Tabla I.1 en la que solo se citan los 10 países con una mayor producción que representan más 

del 90 % del total (t) y sus respectivos porcentajes sobre el total mundial.  
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Tabla I.1. Principales países productores de aceite de oliva en el mundo .  

 
(http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil-figures?lang=es_ES) y 

(http://www.magrama.gob.es/es/estadistica/temas/estadisticas -agrarias/agricultura/esyrce/) respectivamente. 

 

Dentro de la UE los principales países productores de aceite de oliva son: España, Italia 

y Grecia, siendo España el país con mayor producción de todos ellos.  

En España el cultivo del olivo ocupa un total de 2584067 ha, sufriendo una ligera 

disminución respecto al 2012 con un total de 500 ha menos, hecho destacable por ser la 

primera vez en la que se invierte la tendencia al alza de este cultivo que se ha mantenido 

durante bastantes años. De este total de superficie cultivada, 76947 ha son para aceituna de 

mesa, 72260 ha para aceituna de doble aptitud y 2434861 ha para producción de aceite 

(ESYRCE, 2013). 

En cuanto a la distribución por comunidades autónomas (Tabla I.2), Andalucía es la 

región más importante en superficie dedicada a este cultivo, con 1550218 ha, lo que 

representa el 59,9 % del total nacional, seguida de Castilla-La Mancha con una superficie de 

407334 ha, que representa el 15,8 % y de Extremadura, que ocupa el tercer lugar, con 271050 

ha, el 10,5 % de superficie de olivar cultivada. Otras comunidades autónomas con superficies 

de olivar destacables son Cataluña (4,5 %), Comunidad Valenciana (3,7 %) y Aragón (2,3 %). 

Además, se detalla la producción de AOV en España por comunidades autónomas durante la 

campaña 2012/2013, así como la previsión de la campaña 2013/2014. En p rimer lugar se sitúa 

Andalucía, con el 77,0 % de la producción nacional, seguida de Castilla-La Mancha, y 

Extremadura con el 6,5 y 4,1 %, respectivamente. 

 

miles t % miles t %

España 611,3 25,3 1545,0 49,7

Italia 415,5 17,2 450,0 14,5

Grecia 357,9 14,8 230,0 7,4

Túnez 220,0 9,1 80,0 2,6

Siria 198,0 8,2 135,0 4,3

Turquía 195,0 8,1 180,0 5,8

Marruecos 100,0 4,1 120,0 3,9

Argelia 66,0 2,7 62,0 2,0

Portugal 59,1 2,4 76,2 2,5

Argentina 17,0 0,7 30,0 1,0

Resto 179,6 7,4 198,3 6,3

Total 2419,40 100 3106,5 100

Paises 2012/2013 (prov) 2013/2014 (prev)

Producción 

23

http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil-figures?lang=es_ES
http://www.magrama.gob.es/es/estadistica/temas/estadisticas-agrarias/agricultura/esyrce/


Introducción 

 

 

Tabla I.2. Principales regiones productoras de aceite de oliva en España en 2013.  

 

(http://www.magrama.gob.es/es/estadistica/temas/estadisticasagrarias/agricultura/esyrce/ ). 

 

A nivel de Extremadura. 

En Extremadura, la importancia del cultivo del olivar se pone de manifiesto por el 

hecho de ser el cultivo al que se dedica mayor superficie dentro del total de tierras cultivadas 

(271050 ha), de las que un 92,4 % corresponde a aceituna con destino a aceite y el 7,6 % 

restante se dedica a aderezo. En la campaña 2012/2013 el volumen de producción de aceite 

ascendió a 24900 t mientras que según los datos obtenidos de la encuesta sobre superficies y 

rendimientos de cultivo (ESYRCE), esta cifra puede verse duplicada en la campaña 

2013/2014 previendo un total de 50000 t de aceite.  

El elevado número de explotaciones olivareras existentes en Extremadura, alrededor de 

68000, (contabilizando tanto las de cultivo único como asociado), divididas en más de 276000 

parcelas declaradas y el hecho de que cerca del 40 % del total de explotaciones tenga una 

superficie inferior a las 5 ha, evidencian el fuerte minifundismo de este sector. Estos datos 

también resaltan la importancia social del olivar, que supone un aporte económico 

fundamental de muchas familias extremeñas, tanto por el valor del producto como por los 

numerosos jornales que genera, sobre todo en comarcas de montaña o desfavorecidas donde 

existen pocas alternativas viables de aprovechamiento agrícola.  

Según el Reglamento (CE) nº 2138/97 de la Comisión, de 30 de octubre de 1997, por el 

que se delimitan las zonas de producción homogéneas de aceite de oliva en nuestro país, las 

provincias extremeñas, Cáceres y Badajoz, conforman la zona 5ª o zona Oeste. Extremadura 

queda subdividida en 12 zonas o comarcas oleícolas, 6 para cada una de las provincias. Cada 

una de estas zonas posee peculiaridades propias en cuanto a geografía, climatología, variedad, 

edad, densidad de plantación y tipo de suelo.  

La provincia de Cáceres la integran las zonas oleícolas siguientes: 

Zona 1: Gata-Hurdes  

ha % miles t % miles t %

Andalucia 1550218 59,9 471,0 77,0 1315,2 85,1

C. La Mancha 407334 15,8 39,9 6,5 99,9 6,4

Extremadura 271050 10,5 24,9 4,1 50,0 3,2

Cataluña 117074 4,5 27,4 4,5 27,5 1,8

C. Valenciana 94835 3,7 26,3 4,3 21,1 1,4

Aragón 59094 2,3 7,1 1,2 10,3 0,7

Resto 84462 3,3 14,7 2,4 2,1 1,4

Total 2584067 100 611,3 100 1545,0 100

Superficie
Comunidad Autónoma

Producción de aceite 2012/2013 Producción de aceite 2013/2014
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Zona 2: La Vera-Jerte-Ambroz 

Zona 3: Ibores 

Zona 4: Logrosán-Guadalupe 

Zona 5: Montánchez 

Zona 6: Resto de la Provincia.  

Así mismo, la provincia de Badajoz quedó 

conformada por las siguientes zonas oleícolas: 

Zona 7: Alburquerque 

Zona 8: Vegas del Guadiana 

Zona 9: Tierra de Barros     

Zona 10: La Siberia  

Zona 11: La Serena     

Zona 12: Resto de la Provincia (Jerez-Llerena)       

En la provincia de Cáceres destaca la zona de Gata-Hurdes. En Badajoz, la zona de 

mayor importancia en cuanto a superficie de olivar es Tierra de Barros, seguida por Vegas del 

Guadiana. 

Las Denominaciones de Origen Protegidas (DOP) son un buen instrumento para la 

promoción del AOV. El reconocimiento de un aceite de oliva mediante la protección con 

DOP, constituye la forma administrativa legal para proteger aquellos aceites de oliva que se 

distinguen por su origen y, simultáneamente, valorizarlos tanto a nivel comercial como desde 

el punto de vista cualitativo. Se espera que la protección obtenida contribuya, aunque sea 

indirectamente, a la revalorización de los recursos humanos y materiales de la zona de 

producción, a la dignificación del espacio rural, a la preservación de las condiciones 

medioambientales, a la modernización tecnológica, a la adquisición de una dimensión 

competitiva a través de la concentración de la oferta y, por último, al desarrollo de una técnica 

de comercialización acorde con un producto de calidad superior y tradicional. El Ministerio 

de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente (MAGRAMA) reconoce 20 DOP, de las que 

2 son extremeñas, “Gata-Hurdes” (Provincia de Cáceres) que produce aceites de la variedad 

Manzanilla Cacereña y “Aceite Monterrubio” (Provincia de Badajoz) que elabora aceite de las 

variedades Cornezuelo y Picual principalmente.  

Figura I.10. Zonas oleícolas de Extremadura, 

(diseño realizado por M. Martínez).  
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I.2.2. Tecnología de elaboración. 

La elaboración del AOV es un proceso en el que se pretende separar de forma eficaz el 

aceite del resto de los constituyentes de la aceituna. El objetivo de cualquier proceso de 

obtención de AOV, es extraer la máxima cantidad posible a partir del fruto sin alterar su 

calidad inicial. Para ello es necesario realizar una serie de operaciones, que incluyen la rotura 

de la estructura vegetal del fruto para liberar el aceite del interior de las células del mismo, 

favorecer la agrupación de las pequeñas gotas iniciales en otras de mayor tamaño hasta 

constituir una fase oleosa continua que pueda separarse fácilmente del resto. Estas 

operaciones pueden realizarse a tres niveles: a escala industrial (en una Almazara), a escala 

semi- industrial (Oliomio) y a escala de laboratorio (Abencor).  

 

Tecnología de elaboración a escala industrial: Almazara.  

La elaboración del aceite de oliva a escala industrial se inicia con una serie de 

operaciones preliminares como son la recogida, transporte, almacenamiento y limpieza de las 

aceitunas. Posteriormente, estas se molturan en el molino para obtener la pasta de aceituna. 

Una vez preparada la pasta mediante batido se procede a la separación del aceite de la pasta 

de aceituna (separación sólido-líquido) y a la eliminación de restos acuosos y otras impurezas 

que pudiera contener el aceite (separación líquido- líquido). Por último, el aceite elaborado se 

almacena en unas condiciones y depósitos que garanticen la adecuada conservación hasta el 

momento de su envasado. La figura I.11 muestra un esquema del recorrido que llevaría la 

aceituna desde su llegada a la almazara hasta su almacenamiento.  
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Figura I.11. Proceso de elaboración a escala industrial de AOV, d iseño realizado por el Área de Aceites del 

INTAEX. 
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A continuación, se detallan cada uno de los pasos que intervienen en este proceso:  

- Operaciones preliminares. 

Para obtener un aceite de calidad, la recogida de la aceituna es una etapa importante. 

Además de estar sanas, las aceitunas deben ser recogidas del árbol y no del suelo, y ser 

llevadas sin demora a la almazara. Para su transporte, se deben utilizar cajas poco profundas y 

con ventilación adecuada. 

La primera operación que se realiza al entrar la aceituna en la almazara es la 

eliminación de las impurezas. El fruto siempre va acompañado de elementos ligeros, como 

hojas, que comunican al aceite sabores excesivamente amargos, astringentes y verdes. Para su 

eliminación se utilizan máquinas limpiadoras, que con la ayuda de una corriente de aire 

permiten separarlos con facilidad. Las impurezas pesadas (tierra, barro o piedra) que pueden 

estropear la maquinaria o dar mal sabor al aceite, se eliminan con lavadoras de agua.  

Cuando se lava la aceituna, el aceite que se obtiene puede contener menor cantidad de 

compuestos fenólicos, ya que estos compuestos, que le confieren resistencia frente a la 

oxidación, son solubles en agua, pudiéndose producir también una disminución en la 

intensidad de atributos organolépticos positivos del aceite como el frutado (Hermoso et al. , 

1995). 

- Molienda. 

Para extraer el aceite que se encuentra en el interior de la aceituna en forma de gotitas 

alojadas en las vacuolas de las células del mesocarpio, es necesario destruir los tejidos 

vegetales y liberar las gotas de aceite, lo que se consigue mediante la molienda del fruto. Esta 

operación se realiza con molinos metálicos de martillos. El grado de molienda adecuado 

depende del tipo de aceituna que se procese en cada momento. En general, al principio de la 

campaña debe ser más fino para asegurarse la ruptura de las vacuolas que contienen el aceite, 

pero cuando las aceitunas están más maduras el grado de molienda puede ser más grueso 

(Hermoso et al., 1995). Si el grado de molienda no produce la rotura de las vacuolas, los 

orujos presentan un alto contenido graso, lo cual repercute en un menor rendimiento industrial 

en el proceso de extracción. Si por el contrario el grado de molienda es excesivamente fino, se 

pueden formar sistemas coloidales y emulsiones que conducen también a importantes 

pérdidas de aceite en el proceso de elaboración.  
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- Batido. 

La operación de batido tiene la finalidad de formar una fase oleosa continua en la pasta, 

favoreciendo de esta forma la separación sólido- líquido. Esta operación se lleva a cabo en las 

termobatidoras, en cuyo interior giran una serie de paletas de acero inoxidable que remueven 

lenta y continuadamente (20-40 rpm.) la masa, haciendo que las minúsculas gotas se unan 

formando gotas mayores que al final del batido dan lugar a auténticas bolsas de aceite. El 

tiempo de batido se fija entre 30 y 60 min y la temperatura de la pasta no debe sobrepasar los 

30 ºC, ya que si se sobrepasan estos valores se pueden provocar pérdidas de aromas, aumento 

del índice de peróxidos y pérdida de estabilidad.  

- Separación sólido-líquido. 

La separación de las fases sólida y líquida se realiza por el procedimiento continuo de 

extracción por centrifugación. Este método se basa en la separación de las distintas fases que 

forman la pasta (sólida y líquida) mediante fuerza centrífuga. El equipo empleado para 

realizar esta operación se conoce como decánter (centrífuga horizontal).  

Hay dos tipos de centrífuga horizontal: de tres fases (con tres salidas) y de dos fases 

(con dos salidas). En ambos casos las distintas fases son separadas por diferencia de densidad. 

Extracción en tres fases. Una vez batida la masa, se inyecta en el decánter a través de 

una bomba regulable que permite adoptar ritmos distintos de elaboración. A través de esta 

bomba se adiciona agua a temperatura entre 30 y 35 ºC, en función del estado de la masa, para 

fluidificarla y facilitar la separación de fases. La masa tiene tres componentes: orujo (fase 

sólida), alpechín (agua de vegetación con otros restos) y aceite. Al aplicar la fuerza centrífuga 

en el decánter de tres salidas, se separan los componentes según su densidad, así los sólidos al 

ser más densos se van a dirigir al exterior del mismo, a continuación se colocará el alpechín y 

en la parte más interior se situará el aceite.  

Extracción en dos fases. Este sistema sigue el mismo fundamento que el anterior, con 

las diferencias de que no hay que añadir agua a la entrada de la masa en el decánter y que sólo 

tiene dos salidas, una para el aceite y otra para el alperujo u orujo húmedo (orujo y alpechín).  

Actualmente, el sistema de extracción por centrifugación que se ha impuesto, es el de 

dos fases por dos razones fundamentales: 

1. Reducción muy significativa en el consumo de agua y energía.  
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2. Razón medioambiental, puesto que no se produce alpechín (residuo líquido 

contaminante). 

- Separación líquido-líquido. 

La fase oleosa, que se obtiene tras la operación de separación sólido- líquido por presión 

o centrifugación, se debe someter posteriormente a un proceso de eliminación de los restos 

acuosos y otras impurezas que pueden haber acompañado al producto con el fin de obtener el 

aceite limpio. Tras un tamizado previo para eliminar los sólidos más groseros, es necesario 

separar las dos fases (aceite y alpechín) que constituyen el mosto oleoso, bien por decantación 

o por centrifugación. La decantación implica un contacto de al menos 24 h entre ellos, lo que 

puede dar lugar a fermentaciones indeseables. Debido a este inconveniente la opción que se 

ha generalizado en la actualidad es el uso de las centrífugas verticales, donde la separación 

entre el aceite y el alpechín se realiza de forma muy rápida, aunque presentan el problema de 

la aireación del aceite, y la adición de una cantidad de agua caliente, que pueden favorecer la 

oxidación y la pérdida de aromas y de compuestos fenólicos en el aceite. 

- Depósitos de almacenamiento. 

El aceite de oliva es un producto cuya elaboración se concentra en unas fechas 

determinadas y sin embargo su consumo se realiza durante todo el año, por lo que es 

necesario almacenarlo en unas condiciones que garanticen la adecuada conservación hasta el 

momento de su envasado. Durante esta etapa se debe clasificar el aceite obtenido por 

calidades y conservarlo en condiciones adecuadas para que se preserven sus buenas 

cualidades hasta el momento del consumo. Es primordial evitar, durante el almacenamiento, 

procesos fermentativos y oxidaciones, que dan lugar a defectos sensoriales y a la pérdida de 

aromas. Las fermentaciones se evitan sangrando periódicamente los depósitos. Para evitar las 

oxidaciones y las pérdidas de aromas es necesario que la temperatura en la bodega esté 

comprendida entre 15 y 18 ºC, evitar las aireaciones efectuando el llenado de los depósitos 

por el fondo y utilizar siempre depósitos cerrados.  

 

Tecnología de elaboración a escala semi-industrial: Oliomio.  

La elaboración de AOV se puede realizar con un sistema continuo a escala semi-

industrial. Para ello existe un equipo Oliomio compacto y provisto de un molino triturador, 

batidora vertical termostatizada y decánter separador en dos fases de aceite y alperujo. En este 
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equipo previamente a su uso, deben fijarse variables como tamaño de criba, temperatura y 

tiempo de batido empleado. El resto del sistema separador (decánter), trabaja de una forma 

estándar. Los rendimientos obtenidos se calculan en función de lo s pesos de aceituna 

molturada y aceite extraído. 

 

Tecnología de elaboración a escala de laboratorio: Abencor.  

Este procedimiento reproduce, a escala de laboratorio, el proceso industrial habitual de 

elaboración de AOV siguiendo las fases de molienda, batido, centrifugación y decantación 

(Martínez et al., 1975). El equipo consta de tres elementos básicos: un molino de martillos, 

una termobatidora y una centrífuga de pastas, además de una serie de elementos auxiliares. El 

molino de martillos está construido de acero inoxidable y gira a una velocidad de 3000 rpm. 

La termobatidora consta de un baño de agua en su parte inferior, cuya temperatura está 

regulada mediante un termostato, y en la parte superior un sistema de paletas de acero 

inoxidable que giran a 50 rpm. y que permite el batido simultáneo de hasta ocho muestras de 

pasta de aceituna. La centrífuga de pastas es de tipo “cesta”, está construida de acero 

inoxidable y gira a 3500 rpm. 

Los elementos auxiliares de los que se debe contar son una balanza para pesar la pasta 

de aceituna, un cronómetro para controlar el tiempo de batido de la pasta y probetas 

graduadas de 2000 ml para la decantación del aceite.  

El procedimiento experimental que se utiliza para la obtención del AOV, consiste en 

molturar las aceitunas sanas en el molino de martillos. Una vez efectuada la molienda, se 

homogeniza la pasta obtenida y se procede a efectuar su batido en cazos de acero inoxidable, 

durante un tiempo estándar de 30 min a 28 ºC. Finalizado el batido, se somete la pasta a la 

etapa de centrifugación y se recoge el mosto oleoso en una probeta graduada. Una vez 

separado de sus aguas de vegetación el aceite se lleva a un recipiente adecuado y se filtra, 

almacenándose a 4 ºC. 

 

I.2.3. Composición química.  

Desde un punto de vista químico el AOV está compuesto principalmente de 

triglicéridos y ácidos grasos libres (98-99 %), a los que tradicionalmente se ha denominado 

“fracción saponificable”, y una pequeña proporción de otros constituyentes minoritarios (2-1 
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%) como hidrocarburos, pigmentos clorofílicos y carotenos, tocoferoles, fenoles, esteroles, 

alcoholes alifáticos, etc., conocidos tradicionalmente como “fracción insaponificable”.  

 

Fracción saponificable. 

Los componentes lipídicos predominantes en la fracción saponificable son los 

triglicéridos, cuya diferenciación puede hacerse en base a su composición acídica. Ésta se 

determina principalmente por cromatografía de gases (GC) aunque también se ha estudiado la 

cromatografía de exclusión unida a la extracción en la fase sólida. Otros métodos propuestos 

son la RMN de C13 (resonancia magnética nuclear de carbono-13) de alta resolución, cuyo 

uso está muy generalizado en estos momentos y la espectrometría Raman por transformada de 

Fourier, debido a la sencilla preparación de las muestras y a su buena resolución, por lo que es 

posible que en el futuro sustituya a la cromatografía de gases para el análisis de ácidos grasos. 

En la composición acídica se obtienen seis ácidos grasos mayoritarios (oleico, palmítico, 

linoleico, esteárico, palmitoleico, y linolénico) y siete minoritarios (mirístico, margárico, 

margaroleico, aráquico, gadoleico, behénico y lignocérico).  

Esta peculiar composición en ácidos grasos confiere al aceite de oliva un carácter de 

grasa monoinsaturada que lo diferencia del resto de los aceites vegetales comestibles 

extraídos a partir de semillas oleaginosas, que son más ricos en ácidos grasos poliinsaturados. 

La presencia de enlaces insaturados en los aceites, si bien les otorga especiales cualidades 

biológicas, les hace también sensibles al oxígeno, dando lugar al fenómeno de la 

autooxidación, responsable del enranciamiento, que es la principal causa de deterioro en la 

calidad de este producto. 

La bibliografía recoge numerosos estudios realizados en torno a los ácidos grasos de l 

aceite de oliva para utilizarlos como parámetros clasificatorios o distintivos de diferentes 

zonas de procedencia. Así podemos citar por orden cronológico a Tiscornia et al. (1982) que 

aplicaron técnicas de análisis discriminante para clasificar aceites de oliva italianos en función 

de su región de origen. Sarrión et al. (1986) y Forcadell et al. (1988) clasificaron muestras de 

aceite de oliva de dos DO catalanas. Alonso y Aparicio (1993) estudiaron la posibilidad de 

discriminación entre los AOVs procedentes de diferentes regiones de España, Italia y 

Portugal. Motilva et al. (2001) analizaron el perfil de ácidos grasos con objeto de diferenciar 

los aceites procedentes de dos subzonas de la DOP “Les Garrigues”. Sánchez et al. (2009) 
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utilizaron los ácidos grasos para caracterizar y realizar una aproximación varietal de aceites de 

oliva de Extremadura. 

Los triglicéridos, son ésteres de la glicerina y ácidos grasos. Dependiendo del número 

de grupos alcohol de la glicerina que se una con los ácidos grasos tendre mos un 

monoglicérido (un ácido graso), un diglicérido (dos ácidos grasos) o un triglicérido (tres 

ácidos grasos). Los triglicéridos constituyen el grupo mayoritario en el aceite de oliva. Los 

mono y diglicéridos aunque se encuentran de forma natural en pequeña cantidad en el aceite, 

pueden ser el resultado de la hidrólisis (ruptura) de los triglicéridos debido a la alteración del 

aceite. La biosíntesis de los triglicéridos conlleva, con carácter preferente, la esterificación de 

los ácidos grasos insaturados en posición 2 del glicerol. En los aceites de oliva, el 98-99 % de 

los ácidos oleico y linoleico se esterifican en la posición 2 de la molécula de glicerol, mientras 

que el contenido en ácidos grasos saturados en esta posición no supera el 2 % (Vlahov, 1996). 

Pueden ser separados y cuantificados por HPLC. Teóricamente, y considerando la 

variedad de ácidos grasos, en los aceites de oliva podrían encontrarse presentes más de 70 

triglicéridos diferentes. Sin embargo, los triglicéridos completamente saturados están siempre 

ausentes así como los triinsaturados conteniendo ácido linolénico. Del resto de los 

triglicéridos los que se encuentran en mayor proporción son OOO (40-59 %), POO y OOL 

(12-20 %), POL y SOO (3-7 %), donde O es el ácido oleico, P el palmítico, L el linoleico y S 

el esteárico.  

 

Fracción insaponificable. 

La fracción insaponificable del AOV se caracteriza por su naturaleza compleja 

(hidrocarburos, esteroles, alcoholes triterpénicos, tocoferoles, fenoles, pigmentos, compuestos 

volátiles y aromáticos) (Tabla I.3). 
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Tabla I.3. Principales componentes de la fracción insaponificable.  

COMPUESTOS CONCENTRACIÓN 

Terpenos:    
Escualeno 300-700 mg·(100 g)-1 

Carotenos 0,5-10 mg·kg-1 (expresado como β-caroteno) 

Clorofilas  0-9,7 mg·kg-1 

Tocoferoles:   

α-tocoferol > 93 % 

β- y γ-tocoferol < 10 % 

δ-tocoferol < 1,5 % 

Esteroles: 80-240 mg·(100 g)-1 

Campesterol 2-3 % 

Estigmasterol 1-2 % 

Sitosterol y Δ-5-

avanasterol 
95-97 % 

Compuestos fenólicos 
50-500 mg·kg-1 (expresado como ácido 

cafeico) 

Otros: Alcoholes, cetonas, éteres, ésteres y derivados furánicos.  

Mataix y Mart ínez de Victoria (1988).  

 

Los pigmentos presentes en el aceite de oliva se dividen en dos grupos: clorofílicos y 

carotenoides. Las clorofilas son los pigmentos fotosintéticos más importantes. En las plantas 

superiores sólo están presentes la clorofila a y b. La diferencia entre ellas estriba en que la 

clorofila a tiene un grupo metilo en el carbono número 3, mientras que la clorofila b posee un 

grupo formilo. Los pigmentos carotenoides químicamente se clasifican como terpenoides y se 

consideran biosintéticamente derivados del ácido mevalónico, intermediario metabólico que 

aporta la unidad básica estructural. Se dividen en dos grandes grupos: los carotenos, que son 

estrictamente hidrocarburos, y las xantofilas, que contienen oxígeno. Los carotenoides son los 

pigmentos responsables de la mayoría de los colores amarillos y anaranjados de frutos y 

verduras.  

El uso de columnas de extracción en fase sólida (EFS) de octadecyl (C18) para obtener 

un extracto de pigmentos exento de materia grasa en combinación con la separación, 

identificación y cuantificación por HPLC en fase reversa, permite la separación de clorofilas y 

derivados, carotenos y xantofilas (Gandul et al., 1991; Mínguez-Mosquera et al., 1992). 

Los esteroles, en el aceite de oliva, se presentan en su forma libre y esterificada con los 

ácidos grasos. Los principales esteroles del aceite de oliva son: β-sitosterol (70-90 %), Δ-5-

avenasterol (5-20 %), campesterol (2-3 %) y estigmasterol (1-2 %). Sánchez et al. (2004) 
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encontraron porcentajes de β-sitosterol (81-83,5 %), Δ-5-avenasterol (10-11.8 %) campesterol 

(2.4-2,8 %) y estigmasterol (0,5-2 %). Hay otros muchos más esteroles, pero en cantidades 

infinitamente menores, como por ejemplo: colesterol, campestanol, Δ-7-campesterol, 

clerosterol, Δ-5,24-estigmastadienol, Δ-7-estigmastenol y Δ-7-avenasterol. Los métodos más 

utilizados para analizar los esteroles han sido la espectrofotometría, HPLC y, en particular 

GC. Los alcoholes triterpénicos, eritrodiol y uvaol los cuales son cromatografiados junto con 

los esteroles, están generalmente localizados en el epicarpio de la aceituna. Durante la 

maduración de la aceituna, se incrementa la concentración de estos compuestos cuanto más 

frágil se hace el exocarpio, y por tanto, más se fragmentará durante la molturación de la 

aceituna. 

El aroma característico del aceite de oliva se debe a más de 100 compuestos químicos. 

Dentro de estos se incluyen compuestos apolares como los hidrocarburos saturados: n-hexano, 

n-octano, nonano y tetradecano, los hidrocarburos insaturados: octeno, trideceno y los 

aromáticos: xileno, propilbenceno, etc. Compuestos polares como los aldehídos 2-hexenal, 

nonanal y hexanal, cetonas como la 2-octanona, 2-heptanona, 3-pentanona, y 2-nonanona; 

ésteres como el acetato de 3-hexenilo, acetato de hexilio y el decanoato de etilo, también 

contribuyen. También pueden encontrarse derivados del furano y del tiofeno y tioles de olor 

desagradable (Angerosa et al., 2004). Su determinación e identificación analítica se realiza 

mediante las técnicas de cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS) y 

mediante la microextracción en fase sólida-espacio de cabeza (HS-SPME). 

 

I.2.4. Compuestos fenólicos en el aceite de oliva virgen. 

Los compuestos fenólicos son un grupo complejo de compuestos ampliamente 

repartidos en el reino vegetal, constituyentes de las d istintas partes de las plantas y que se 

pueden encontrar en hojas, tallos, semillas y fruto. Según su origen metabólico se les define 

como sustancias derivadas de la vía metabólica del siquimato y del metabolismo de los 

fenilpropanoides que presentan en su estructura un anillo aromático sustituido por uno o 

varios grupos hidroxilos (Ryan et al., 1999).  
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Clasificación. 

Dentro de los compuestos fenólicos presentes en el AOV se incluyen los fenoles 

hidrofílicos y los lipofilicos. A los fenoles hidrofílicos los nombraremos como compuestos 

fenólicos mientras que los lipofílicos se conocen como tocoferoles.  

- Tocoferoles. 

Se conocen 8 compuestos de este tipo que se producen en la naturaleza, siendo 

derivados del 6-cromanol. Esta serie está formada por 4 compuestos con estructura tocol que 

tienen una cadena saturada isoprenoide de C16 (α-, β-, γ- y δ-tocoferol) y 4 compuestos con 

una estructura de tocotrienol que tienen tres enlaces dobles en la cadena C16 (α-, β-, γ- y δ-

tocotrienol) (Ryynänen et al., 2004; Cunha et al., 2006) (Figura I.12).  

 

Figura I.12. Estructura química de tocoferoles y tocotrienoles. 

 

Los cuatro tocoferoles identificados (Figura I.13) tienen por tanto, un núcleo cromanol, 

sustituido con grupos hidroxilos y metilos, y una cadena lateral saturada, de 16 átomos de 

carbono, con tres esqueletos de isopreno, diferenciándose unos de otros en la posición de los 

grupos metilos sustituyentes. Las estructuras químicas de cada tocoferol son las siguientes: 

 
 

Figura I.13. Estructura química de los tocoferoles. 
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Los tocoferoles constituyen entre un 2,8 y 3,5 % del total de los componentes menores del 

aceite de oliva. Los tocoferoles tienen actividad vitamínica, forman parte de la “vitamina E” que 

incluye tanto a los tocoferoles como a los tocotrienoles. Junto con las vitaminas A, D y K 

constituyen el grupo de las vitaminas liposolubles, caracterizadas por ser derivados del núcleo 

isoprenoide, solubles en lípidos y disolventes orgánicos. Son compuestos esenciales, puesto que 

el organismo no puede sintetizarlas, por lo que su aporte se realiza a través de la dieta en 

pequeñas cantidades. En 1925, Evans sugirió la adopción de la letra “E” para nombrar a este 

factor dietético por su proximidad dentro de la serie alfabética, a la designación de la vitamina 

antirraquítica D (Codoceo y Muñoz, 1999). Años más tarde, Emerson logró aislar y purificar 

este factor E y le dio el nombre de tocoferol, cuyo etimología viene del griego tokos 

(nacimiento) y pherein (manifestar o poner a la luz). El sufijo “–ol” se añadió para identificar la 

naturaleza alcohólica de la sustancia (Mahan y Arlin, 1995). Después de dos décadas en las que 

se realizó la identificación, purificación y síntesis de la vitamina E, ésta es hoy universalmente 

aceptada como el genérico de un conjunto de derivados tocoles (tocoferoles y tocotrienoles), 

siendo el -tocoferol la forma más activa para el ser humano (Codoceo y Muñoz 1999). 

Debido a la importancia nutricional de la vitamina E, desde hace años se han publicado 

numerosos trabajos de investigación relacionados con su estudio en aceites vegetales, 

obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla I.4, en la que puede apreciarse la 

ausencia de tocotrienoles en el aceite de oliva, al menos en los niveles detectables hasta ese 

momento. 

 

Tabla I.4. Contenido de tocoferoles y tocotrienoles en aceites vegetales. 

 
Sayago et al. (2007). 

Aceite α-T β-T γ-T δ-T α-T-3 β-T-3 γ-T-3 δ-T-3

cacahuete 130-169 nd-5 144-780 13-21 nd nd nd nd

canola 100-400 0-150 42-753 0,4-22 0,4 nd nd nd

cártamo 342-477 nd 44-71 10 nd nd nd nd

castor 28 29 111 310 nd nd nd nd

coco nd-18 nd-11 nd-15 nd-6 nd-44 nd-1 nd nd

colza 70 16 178 7 nd nd nd nd

fibras de palma 1662 nd nd nd 456 nd 485 142

germen de trigo 1179-1330 398-710 260-493 118-271 tr-26 18,1 nd nd

girasol 40-1000 9-45 nd-51 nd-75 nd-239 nd-52 nd-450 nd-20

maíz 20-600 nd-370 0-2500 18,9-75 nd-250 nd nd nd

manteca de cacao 11 nd 170 17 2 nd nd nd

mostaza 75 nd 494 31 nd nd nd nd

nuez 563 nd 595 450 nd nd nd nd

oliva 93-354 nd-3,18 0,75-28,5 nd nd nd nd nd

palmiste nd-62 nd-248 nd-257 nd nd-tr nd nd-60 nd

palma 2-256 nd-240 0-500 nd-70 2-350 nd-3,2 42-710 tr-148

salvado de arroz 324 18 53 nd 236 nd 349 nd

semilla de algodón 130-690 nd-40 140-740 nd-17 nd-30 nd nd nd

sésamo 12-136 6 244-290 32 nd nd nd nd

soja 9-360 nd-50 90-2400 154-932 2 0,1 nd nd

Tocoferoles (mg·kg
-1

 ) Tocotrienoles (mg·kg
-1

 )
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En las últimas décadas, las investigaciones también se han orientado al desarrollo de 

procedimientos analíticos que permitan la caracterización y autentificación de los aceites 

mediante el análisis del contenido total de tocoferoles, así como la diferenciación y 

determinación de sus isómeros. 

Con frecuencia se emplean técnicas acopladas para la separación y posterior 

determinación de los distintos isómeros de la vitamina E. La técnica de HPLC es una de las 

más empleadas para la separación de las diferentes formas del tocoferol, debido a que no 

requiere una etapa compleja de preparación de la muestra, sino que en la mayoría de los casos 

basta con una dilución de la muestra con un disolvente compatible con la fase móvil. Entre las 

variantes que puede presentar esta técnica los investigadores optan por cromatografía líquida 

en fase reversa (RP-HPLC) acoplado a detectores ópticos como ultravioleta-visible (UV-Vis) 

(Rader et al., 1997; Gimeno et al., 2000), detectores de fluorescencia (Glyszczynska-Swiglo y 

Sikorska, 2004), o bien acoplado a detectores de tipo electroquímico (Puspitasari-Nienaber et 

al., 2002). Otros autores, en cambio, emplean HPLC en fase normal, acoplada a detectores de 

fluorescencia (Lo Curto et al., 2001), y de UV-Vis (Medina-Juárez et al., 2000; Psomiadou et 

al., 2000; Aguilera et al., 2005). Las principales ventajas de la cromatografía en fase reversa 

comparada con la cromatografía en fase normal son el menor tiempo necesario para el 

equilibrio de la columna y una mejor reproducibilidad de los tiempos de retención, por ello 

cuando la separación del β- y γ-tocoferol no constituyen el principal objeto del análisis, se 

prefieren columnas de fase reversa (Gliszczynska-Swiglo et al., 2004). 

La GC como técnica de separación no se utiliza mucho debido a la laboriosa 

preparación que requieren las muestras, aunque permita obtener una buena resolución y mejor 

coeficiente de recuperación que la cromatografía líquida (De Greyt et al., 1998) pero necesita 

una separación previa con cromatografía en capa fina (TLC) para evitar el solapamiento de 

otros componentes menores con los tocoferoles.  

Otra de las técnicas de separación cromatográficas empleada es la cromatografía de 

fluidos supercríticos acoplada a un detector UV-Vis, no necesitando pretratamiento de la 

muestra para aislar la fracción insaponificable (Senorans et al., 1999).  

La aplicación de métodos electroquímicos tales como la cronopotenciometría (Suturovic 

y Marjanovic 1999), y la voltametría (Galeano et al., 2004) permiten la diferenciación de los 

diferentes isómeros de los tocoferoles sin necesidad de técnicas de separación, pero necesitan 

de una fase de preparación de la muestra antes de someterla al análisis.  
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Finalmente en se ha llevado a cabo la determinación del contenido total de tocoferoles 

mediante métodos luminiscentes, como la espectroscopia de luminiscencia (Sikorska et al., 

2004) y la fluorescencia (Escuderos et al., 2007), permitiendo establecer los perfiles 

característicos de los diferentes tipos de aceites y, de esta forma, la diferenciación de los 

aceites comestibles y de sus posibles adulteraciones. 

En AOV el principal homólogo de la vitamina E es el α-tocoferol, por ser la forma más 

activa y por tanto la auténtica vitamina E, representando aproximadamente un 95 % de los 

tocoferoles totales (Cunha et al., 2006), encontrándose en un rango que varía de 90 a 490 

mg·kg-1 (Pardo et al., 2007; Sakouhi et al., 2008). Las formas β- y γ-tocoferol se encuentran 

por debajo de 10 y 22 mg·kg-1 respectivamente (Beltrán et al., 2005; Cunha et al., 2006) 

mientras que δ-tocoferol se encuentra en proporciones muy bajas, incluso según varios 

autores, no se encontraría presente en el AOV (Gliszczyñska-Swiglo et al., 2004; Cunha et al., 

2006; Schwartz et al., 2008). 

Las diferencias cuantitativas que presentan los tocoferoles pueden ser explicadas por 

varios factores como la variedad y el estado de maduración de la aceituna, las condiciones 

agroclimáticas, las técnicas de cultivo y las condiciones de almacenamiento (Psomiadou et al., 

2000; Deina et al., 2002; Beltrán et al., 2005; Manai-Djebali et al., 2012).  

- Compuestos fenólicos 

Tradicionalmente para referirse a los compuestos fenólicos presentes en la aceituna y en 

el AOV se ha empleado el término “polifenoles”, sin embargo, hoy en día parece más 

adecuado denominarlos “compuestos fenólicos” ya que el término “polifenol” parece indicar 

que existen varios grupos hidroxilo en un mismo anillo de benceno, o sugerir la presencia de 

varios grupos fenol en la misma molécula, lo cual no siempre es cierto como ocurre, por 

ejemplo, en el 4-hidroxifeniletanol. 

Los compuestos fenólicos forman parte de la fracción minoritaria insaponificable del 

AOV. El mesocarpio y la semilla de la aceituna contienen compuestos fenólicos. Durante el 

proceso de extracción del aceite, el alpechín arrastra la mayor parte de los fenoles y tan solo 

una pequeña parte de ellos pasa al aceite (Artajo et al., 2007). Este hecho es consecuencia de 

su naturaleza hidrosoluble.  

La presencia de compuestos fenólicos en el AOV fue observada hace ya más de 

cuarenta años por Cantarelli (1961) y posteriormente fue descrita por Montedoro y Cantarelli 

(1969). Su análisis se ha venido realizando desde entonces por espectrofotometría utilizando 

métodos colorimétricos, cuantificando compuestos fenólicos totales (Vázquez-Roncero et al., 
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1973; Aparicio et al., 1999; Salvador et al., 1999). Sin embargo, ha habido que esperar hasta 

la década de los noventa, para que se produjese un estudio en profundidad sobre la 

composición de la fracción fenólica del AOV gracias al desarrollo de técnicas analíticas como 

son cromatografía de gases (GC), la cromatografía de líquidos (LC), electroforesis capilar 

(CE) (Carrasco-Pancorbo et al., 2007; Youssef et al., 2011; Godoy-Caballero et al., 2012a) e 

incluso el uso de microchips de electroforesis capilar (Godoy-Caballero et al., 2012b), siendo 

la técnica de HPLC la más utilizada (Bernal et al., 2011). 

Así, la mayoría de las metodologías propuestas se han centrado en la optimización de 

los métodos de cromatografía de líquidos (Carrasco-Pancorbo et al., 2005; Bayram et al., 

2013). Las columnas de fase inversa, principalmente C18 son las más utilizadas, aunque su uso 

como fase estacionaria conlleva alto tiempo de análisis, como consecuencia de su inherente 

apolaridad. Para reducir este tiempo de análisis se han utilizado distintas alternativas como la 

cromatografía líquida de ultra alta presión (UHPLC) (Suárez et al., 2008), la cromatografía 

líquida de rápida resolución (RRLC) (Fu et al., 2009; García-Villalba et al., 2010; Ouni et al., 

2011) y el uso de herramientas quimiométricas (Marini et al., 2011).  

Los detectores más utilizados en la región del ultravioleta-visible son los detectores de 

serie de diodos (DAD), junto con el espectrómetro de masas (MS) (Bernal et al., 2011). 

Recientemente han sido publicados trabajos donde se lleva a cabo la cuantificación de 

compuestos fenólicos utilizando detectores de fluorescencia (FLD) (García et al., 2003; Torre-

Carbot et al., 2005; Selvaggini et al., 2006; Godoy-Caballero et al., 2012c), también 

acoplados a CE (Godoy-Caballero et al., 2012a; Godoy-Caballero et al., 2012d). Existen 

numerosos artículos científicos en los que se determinan los compuestos fenólicos del AOV 

con detección DAD así como con detección MS (Torre-Carbot et al., 2005; Carrasco-

Pancorbo et al., 2007; Oliveras-López et al., 2007; Baccouri et al., 2008; Fu et al., 2009; 

García-Villalba et al., 2010; Youssef et al., 2011; Alarcón-Flores et al., 2012; Godoy-

Caballero et al., 2013a). La detección por MS se está utilizando cada vez más por su 

universalidad, capacidad de confirmar estructuras y su alta sensibilidad. Sin embargo, no es 

siempre posible disponer de un detector de MS pues tienen costo elevado no siendo asequible 

para muchos laboratorios.  

También han sido muchos los procedimientos empleados para aislar la fracción fenólica 

del AOV, siendo la extracción líquido- líquido (LLE) con metanol:agua en distintas 

proporciones (Bonoli et al., 2003) y la extracción en fase sólida (SPE) con cartuchos diol 

(Gómez-Caravaca et al., 2005) las técnicas más utilizadas. Actualmente, con el fin de abaratar 

los costes y el tiempo de este procedimiento así como el uso de disolventes tóxicos, Godoy et 
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al. (2013) desarrollaron una técnica sencilla y rápida que permite la extracción de compuestos 

fenólicos utilizando un procedimiento de preconcentración basado en una microextracc ión 

dispersiva líquido- líquido (DLLME) en fase inversa.  

Se han llegado a identificar más de 8000 compuestos fenólicos con estructura muy 

variada, por lo que su clasificación es una tarea compleja. Una clasificación ampliamente 

aceptada es la que fue hecha por Harborne (1989) en la que agrupa a los compuestos fenólicos 

en base al número de átomos de carbono que contienen, tal y como se puede ver en la Tabla 

I.5. De entre todas las familias de fenoles, el grupo de los flavonoides es el mayoritario lo que 

ha hecho que en algunas ocasiones se lleguen a clasificar los compuestos fenólicos en dos 

grandes grupos: flavonoides y no flavonoides (Crozier et al., 2009).  

 

Tabla I.5. Clasificación de los compuestos fenólicos . 

 

Harborne (1989) 

 

Los compuestos fenólicos mayoritarios del aceite de oliva son los derivados 

secoiridoides (Servilli et al., 2002; Bakhouche et al., 2013), grupo complejo, abundante en 

Oleaceas. Sin embargo, el aceite también contiene ácidos fenólicos, alcoholes fenólicos, 

flavonoides (Pinelli et al., 2003; Manai-Djebali et al., 2012) y lignanos (Owen et al., 2000; 

Mateos et al., 2001). 

Número de átomos  

de carbono 

Estructura Clasificación 

6 C6 Fenoles simples 

7 C6–C1 Ácidos hidroxibenzoicos 

8 C6–C2 Acetofenonas, ácidos fenilacéticos 

9 C6–C3 Ácidos cinámicos, cromonas, 

cumarinas e isocumarinas 

10 C6–C4 Naftoquinonas 

13 C6–C1–C6 Xantonas, benzofenonas 

14 C6–C2–C6 Estilbenos, antraquinonas 

15 C6–C3–C6 Flavonoides, isoflavonoides 

18 (C6–C3)2 Lignanos 

30 (C6–C3–C6)2 Bioflavonoides 

N (C6–C3)n 

(C6)n 

(C6–C3–C6)n 

Ligninas 

Catecolmelaninas 

Taninos Condensados 
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Secoiridoides: 

Bajo la denominación de iridoides se agrupan a una serie de monoterpenos bicíclicos 

(C10) derivados biosintéticamente del monoterpeno geraniol, que presentan como estructura 

básica común un ciclopentapirano denominado iridano, por haberse detectado la primera vez 

en hormigas pertenecientes al género Iridomirmex. Estos compuestos pueden encontrarse 

como estructuras abiertas (secoiridoides) o cerradas (ir idoides) generalmente en forma 

heterosídica, mayoritariamente como glucósidos (Figura I.13).  

 

Figura I.13. Estructuras monoterpénicas. I: geran iol, II: iridano. 

 

Los secoiridoides son producidos por el metabolismo secundario de terpenos y son 

provenientes de la ruta metabólica del acetato/mevalonato, caracterizados por la presencia de 

ácido elenólico en su estructura (Soler-Rivas et al., 2000; Tovar et al., 2001) o alguno de sus 

derivados. Están formados específicamente por derivados de ligustrósido y de o leuropeína. 

Estos se derivan de las formas glucosiladas que naturalmente se forman en el fruto (Servilli et 

al., 1999; Tasioula-Margari y Okogeri, 2001; Saitta et al., 2002).  

Se han identificado en el AOV dos secoiridoides que contienen en su estructura una 

molécula de hidroxitirosol, son las formas dialdehídicas y aldehídicas del ácido elenólico 

unida hidroxitirosol, 3,4-DHPEA-EDA (III) y 3,4-DHPEA-EA (IV) respectivamente. De 

forma análoga, para el tirosol encontramos las formas dialdehídica del ácido elenólico unida a 

tirosol, p-HPEA-EDA (V), y la forma aldehídica del ácido elenólico unida a tirosol p-HPEA-

EA (VI) (Figura I.14).  
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Figura I.14. Formas dialdehídicas y aldehídicas de hidroxit irosol y tirosol. 

Durante el proceso de extracción del aceite de o liva se produce la hidrólisis del enlace 

glucosídico y la aglicona pasa al aceite. Posteriormente son generadas isoformas en la 

estructura elenólica que conservan el anillo fenólico. Éstas van rompiéndose, principalmente 

por la acidez del aceite, liberándose la forma elenólica de estos compuestos y dando lugar a 

moléculas más simples como el hidroxitirosol y tirosol que son los principales alcoholes 

fenólicos presentes en el aceite de oliva (Figura I.15), de ahí su pequeña concentración en 

aceites recién elaborados, sin embargo su concentración aumenta durante el almacenamiento 

debido a la hidrólisis parcial, bien sea química o enzimática, de los derivados secoiridoides 

(Montedoro et al., 1992; Brenes et al., 2001).  

 

Figura I.15. Estructuras química de los secoiridoides y derivados de su hidrólisis en el AOV.  

Además de los alcoholes fenólicos, en el AOV también se pueden encontrar otros 

fenoles simples (Figura I.16). La concentración en la que están presentes estos compuestos es 
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muy baja, superando en escasas ocasiones 1 mg·kg-1 (Nergiz y Ünal, 1991; Brenes et al., 

1999; Mateos et al., 2001). 

 

Figura I.16. Estructuras químicas de ácidos fenólicos. 
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También se ha detectado en el AOV, aunque en baja concentración, la presencia de las 

flavonas luteolina y apigenina (Figura I.17).  

 

Figura I.17. Estructura de flavonas. 

 

Los acetatos de hidroxitirosol (3,4-DHPEA-AC) y tirosol (p-HPEA-AC) (Figura I.18), 

que se encuentran en concentraciones similares a las observadas para los ácidos fenólicos, son 

dos de los últimos compuestos cuyas presencia ha sido descrita en el aceite de oliva por Brenes 

et al. (1999) y Mateos et al. (2001). Por último, han sido descritos en la fracción fenólica del 

AOV dos nuevos compuestos pertenecientes a la familia de los lignanos, se trata del 

pinorresionol y del 1-acetoxipinorresinol (Figura I.19) (Brenes et al., 2000, Owen et al., 2000).  

 

Figura I.18. Estructura química de acetatos de alcoholes fenólicos. 

 

 

Figura I.19. Estructura química de lignanos. 
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Papel de los tocoferoles y compuestos fenólicos como antioxidantes.  

El deterioro del aceite de oliva es consecuencia de dos procesos fundamentales: la 

lipólisis y la oxidación.  

La lipólisis se inicia generalmente cuando el aceite está aún en el fruto deb ido a la 

hidrólisis de los triglicéridos dando lugar a glicerol y ácidos grasos, aumentando la acidez 

total del aceite. Esta lipólisis puede ser enzimática o microbiana. La primera citada, es 

producida por lipasas que son enzimas naturales del fruto y qué actúan cuando éste alcanza el 

estado de maduración envero, siendo mayor en frutos golpeados y picados por insectos. En la 

lipólisis microbiana, los microorganismos (bacterias, hongos y levaduras) liberan la enzima 

lipasa que induce la hidrólisis, estos microorganismos se producen especialmente si la 

aceituna permanece en el suelo largo tiempo, durante la molturación y la separación de fases 

(Garrido et al., 2000; Jiménez et al., 2013). También influye el amontonamiento del fruto de 

forma que se aumenta la temperatura del mismo debido a su propia actividad metabólica, 

provocando un aumento de acidez como consecuencia de la acción conjunta de la lipasa 

endógena de los frutos y la lipasa liberada por los microorganismos.  

La oxidación del aceite de oliva se caracteriza por producir en ella cambios físico-

químicos, descenso del valor nutricional y aparición de rancidez e incluso toxicidad (Chimi et 

al., 1990). Se produce cuando el aceite entra en contacto con el oxígeno aunque es un proceso 

complejo porque depende de la influencia de factores como la luz, temperatura, enzimas y 

metales. La oxidación se produce fundamentalmente en los ácidos grasos esenciales siendo 

los poliinsaturados los más susceptibles de sufrirla, teniendo como consecuencia la formación 

de compuestos volátiles, en su mayoría, que proporcionan olores y sabores desagradables al 

aceite. Puede distinguirse entre autooxidación y fotooxidación.  

 En el proceso de autooxidación transcurren tres etapas: iniciación, propagación y 

finalización. 

 En la primera etapa, se captura un hidrógeno de una molécula de ácido olefínico (RH) 

y se forma un radical libre (R•), el cual reacciona con una molécula de oxígeno (O2) 

formándose un radical peróxilo (ROO•). Éste reacciona con otra molécula de ácido graso 

(RH) produciéndose hidroperóxidos (ROOH) y nuevos radicales libres (R•). Esta etapa es 

lenta y depende de la cantidad de ácidos grasos insaturados y de la presencia o ausencia de 

antioxidantes. 
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 En la etapa de propagación los ROOH se rompen dando lugar a más radica les libres 

que participan en otras reacciones formándose compuestos que proporcionan al aceite un olor 

y sabor desagradables (rancidez).  

 Por último en la etapa de finalización, los radicales que se formaron en la etapa 

anterior se inactivan entre sí, o acaban por agotarse los ácidos grasos insaturados.  

 Los antioxidantes presente en el aceite de oliva (tocoferoles y compuestos fenólicos 

principalmente) pueden acelerar este último paso, evitando que se oxiden los compuestos 

insaturados. 

 El papel del antioxidante de naturaleza fenólica es detener la cadena radicalaria de 

oxidación al reaccionar con el radical peroxilo formado. El mecanismo consta de las 

siguientes etapas: 

a) El radical peroxilo (ROO•) se une al átomo de hidrógeno del antioxidante (AH), 

produciéndose un radical ariloxilo (A•) y un hidroperóxido (ROOH). 

ROO• + AH                          ROOH + A• 

b) Dicho radical ariloxilo (A•) se estabiliza por deslocalización electrónica de la 

estructura fenólica, reaccionando fácilmente con otros radicales pero xilo para 

formar productos estables con el peróxido mediante un acoplamiento entre 

radicales, formándose un producto no reactivo, resultando poco probable que 

abstraigan átomos de hidrógeno de moléculas lipídicas intactas.  

A• + ROO•                         ROOA 

No obstante, también podría producirse una finalización de la reacción al reaccionar 

entre sí dos radicales ariloxilo con lo que se rompería la cadena oxidativa.  

2 A•                         AA 

La estructura química del compuesto fenólico ejerce una notable influencia en su 

actividad como antioxidante. En general, los o-difenoles, como el ácido cafeico, el 

hidroxitirosol y la oleuropeína, presentan una elevada capacidad antioxidante si los 

comparamos con ácidos fenólicos con menor impedimento estérico como el tirosol (Chimi et 

al., 1991), debido a la presencia de dos grupos hidroxi en posición orto, también llamado 

grupo catecólico.  
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La actividad antioxidante de los ácidos fenólicos con grupos -OH y presencia de grupos 

carbonilos no unidos directamente al anillo aromático, denominados ácidos de la serie 

cinámica, como son el ácido ferúlico, ácido sinápico, ácido cafeico y ácido p-cumárico, es 

mayor que la de los derivados hidroxi del ácido benzoico, como el p-hidroxibenzoico, ácido 

vainíllico, ácido siríngico y ácido 3,4-dihidroxibenzoico (Marinova y Yanishlieva, 1994). 

Lo ideal, además, es que el radical libre antioxidante resultante, no pueda actuar como 

iniciador, ni sea susceptible de una oxidación rápida por una nueva reacción en cadena. En 

este sentido, los antioxidantes fenólicos ocupan una posición privilegiada ya que son 

excelentes donadores de hidrógeno y sus intermedios radicalarios son relativamente estables, 

debido a la deslocalización por resonancia del electrón desapareado dentro del anillo 

aromático y a la carencia de posiciones adecuadas para el ataque por el oxígeno molecular.  

Durante el proceso de fotooxidación del aceite de oliva, el oxígeno en su estado 

fundamental triplete 3O2, es activado por la energía de la luz hasta oxígeno singlete 1O2. El 

oxígeno singlete al reaccionar con los ácidos grasos insaturados, produce la formación de 

hidroperóxidos, los cuales al ser muy inestables se descomponen en radicales libres que 

inician la reacción de autooxidación en cadena. Esta reacción iniciada por el oxígeno singlete 

es más rápida y produce un índice de peróxido más elevado. Este proceso se ve propiciado 

por las clorofilas y las feofitinas “a” y “b” del aceite de oliva que absorben la luz entre 270 y 

320 nm formándose estados excitados que reaccionan con el oxígeno en estado fundamental y 

lo activan hasta oxígeno singlete.  

La fotooxidación se puede reducir gracias a compuestos que atenúen la acción del 

oxígeno singlete. Los tocoferoles, como eficaces antioxidantes del proceso de autooxidación, 

actúan como inhibidores del oxígeno singlete.  

 

Métodos de evaluación de la capacidad antioxidante.  

La determinación de la actividad antioxidante del AOV es importante para evaluar la 

protección a la oxidación y deterioro del aceite que disminuye su ca lidad y valor nutricional, y 

por otra parte sirve para predecir el potencial antioxidante antes de ser ingerida.  

La mayoría de los métodos para medir la actividad antioxidante se basan en el uso de 

una gran variedad de sistemas generadores de radicales, son métodos de inhibición donde se 

emplea una especie generadora de radicales libres y una sustancia que detecta estas especies. 
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La muestra a analizar, por su capacidad antioxidante, es capaz de inhibir la generación de 

dichos radicales, siendo esta inhibición el origen de la señal que se mide.  

Debido a la complejidad de los procesos de oxidación es obvio que no existe un único 

método de ensayo, que refleje de forma completa el perfil antioxidante de la muestra 

estudiada (Pérez et al., 2003), por eso los datos obtenidos por diferentes investigadores son 

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

Lo mejor sería, medir la actividad antioxidante de cada componente de la muestra a 

analizar, sin embargo es difícil determinar el número y concentrac ión de los antioxidantes 

presentes en la misma. Los métodos descritos miden la actividad global de todos los 

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

En este sentido, lo ideal sería establecer un único método estándar para determinar la 

capacidad antioxidante en diferentes tipos de muestras. Prior et al. (2005) definieron una serie 

de características “ideales”: que sea fácil, con un mecanismo químico y punto final fijo, buena 

reproducibilidad, adaptable a ensayos con antioxidantes hidrofílicos y lipofílicos y con 

diferentes fuentes generadores de radicales y un elevado rendimiento de análisis. Otras 

características a establecer para fijar un método “ideal” de medida de la capacidad 

antioxidante incluyen: rango analítico, recuperación, repetitividad, reproducibilidad y 

reconocimiento de sustancias que puedan interferir en el análisis.  

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

estrategia de medida del punto final (Frankel et al.,  2000), que puede variar siendo importante 

seleccionar la más adecuada en función a la información que se desea obtener: 

Determinación indirecta: se emplea una diana para llevar a cabo el seguimiento. En este 

caso, la presencia de antioxidantes produce una pérdida/aparición de este reactivo y, en 

consecuencia, de la señal. Se incluyen en este tipo de estrategias los  métodos ORAC (Oxigen 

Radical Absorbance Capacity) y TRAP (parámetro Total Radical-Trapping Antioxidant 

Parameter). 

Determinación directa: el radical se emplea como un factor de cuantificación, así la 

adición del antioxidante provoca una disminución de la señal debida al radical. El empleo del 

antioxidante puede ser antes o después a la generación del radical (Arnao et al., 1998). En el 

ensayo de post-adición se forma el radical en ausencia de la muestra, hasta obtener una señal 

estable. Cuando se añade la sustancia antioxidante la concentración del radical disminuye y se 

puede medir el descenso de señal producido. En el ensayo de inhibición, la muestra se une a 
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los sustratos de oxidación antes de la generación del radical. La reacción comienza con la 

adición del oxidante. 

 

Factores que influyen en la composición fenólica.  

La producción del olivo está influida por factores climáticos, genéticos y agronómicos 

así como por las correspondientes interacciones entre ellos. Factores agronómicos como la 

temperatura y las precipitaciones inciden en el comportamiento fisiológico de la planta y, por 

tanto, en la calidad del aceite. Así pues, las características cualitativas del aceite de oliva 

derivan de la acción concomitante de los factores agronómicos y los factores tecnológicos 

empleados en el proceso de elaboración del aceite.  

En este sentido, la composición cualitativa y cuantitativa en tocoferoles y compuestos 

fenólicos del AOV es variable y puede verse muy influida tanto por factores de tipo 

agronómico como tecnológico. 

- Factores agronómicos. 

Estos factores se clasifican en: 

Intrínsecos: Aquellos que difícilmente pueden modificarse. Entre ellos se encuentran la 

variedad y el medio en el que se desarrolla la planta.  

Extrínsecos: Son los que pueden ser controlados, con relativa facilidad, por el 

agricultor. Se puede incluir en este apartado las prácticas culturales, la recolección y el 

transporte. 

Factores agronómicos intrínsecos.  

Los aspectos agronómicos intrínsecos que pueden influenciar o incluso modificar la 

composición cualitativa y cuantitativa del extracto fenólico del AOV son varios: 

La variedad de aceituna que se emplea para la obtención del aceite  es el primer factor 

que determina el contenido en tocoferoles y compuestos fenólicos. Esto se debe a que el 

contenido enzimático del fruto, responsable tanto de la formación como de la transformación 

de los metabolitos fenólicos de la aceituna, está determinado genéticamente. Para tocoferoles, 

esta diferencia debida al factor variedad ha sido puesta de manifiesto por varios 

investigadores (Manai-Djebali et al., 2012). También la zona de producción ejerce una 

marcada influencia sobre el contenido de estos compuestos. Aguilera et al. (2005) encontraron 
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relación entre el contenido en α-tocoferol y el origen geográfico de las aceitunas. Del mismo 

modo ocurre para el contenido en compuestos fenólicos. Investigadores como Bakhouche et 

al. (2013) estudiaron AOV de la variedad Arbequina en diferentes zonas del sur de Cataluña 

no encontrando diferencias cualitativas en el perfil de compuestos fenólicos pero sí grandes 

diferencias cuantitativas. La misma controversia existe sobre el efecto de la altitud en el 

contenido de estos compuestos en los aceites de oliva. Por una parte, se ha indicado que 

conforme aumenta la altitud los aceites poseen una menor concentración en compuestos 

fenólicos (Mousa y Gerasopoulos, 1996). Sin embargo, otros investigadores no han podido 

confirmar la influencia de la altitud sobre el contenido fenólico de los aceites (Esti et al., 

1996). El clima es considerado otro factor agronómico intrínseco que ejerce una gran 

influencia en la maduración del fruto y, por tanto, también en la composición química del 

aceite (Cerretani et al., 2006; Lazzed et al., 2008). En un estudio sobre el efecto de los 

factores agronómicos y estacionales en la producción del olivo y las características 

cualitativas del aceite se puso de manifiesto que las condiciones climáticas, en particular las 

precipitaciones, influían en la calidad del aceite de oliva (Pinelli et al., 1994). Los 

componentes que más afectados se veían eran los alcoholes alifáticos, los compuestos 

fenólicos y los componentes del espacio cabeza, de particular importancia en lo que respecta a 

las características organolépticas y la calidad del aceite. El olivo necesita suelos aireados y un 

clima relativamente cálido durante el periodo de crecimiento para que el fruto pueda 

desarrollarse. En condiciones de secano, los árboles crecen mejor en suelos más profundos, en 

particular en zonas áridas y montañosas, como en Israel (Raina, 1995). Los olivos son muy 

resistentes a la sequía y pueden sobrevivir en suelos moderadamente salinos y calcáreos 

(Raina, 1995). La salinidad del agua  no ejerció un efecto particularmente negativo en la 

composición de ácidos grasos, los triglicéridos, la posición de los ácidos grasos en el 

triglicérido y el contenido en esteroles y tocoferoles de los aceites obtenidos con frutos 

procedentes de árboles regados con agua con un contenido salino de hasta 6000 mg·l-1 

(Elagaimy et al., 1994). El contenido en algunos tocoferoles y esteroles alcanzó un nivel 

máximo cuando los olivos se regaron con agua cuya salinidad era de 2000 mg·l-1, 

disminuyendo posteriormente cuando se aumentó la salinidad (Klein et al., 1994).  

Factores agronómicos extrínsecos 

La influencia del rendimiento por árbol en la maduración del fruto, la acumulación de 

aceite, y la calidad de éste, es un factor de suma importancia. Debido al fenómeno de vecería, 

los años de abundantes cosechas se alternan con los de escaso rendimiento. Esta irregularidad 
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puede provocar, de hecho, que el fruto producido en el año de alto rendimiento no tenga la 

calidad debida (Barone et al., 1994). Algunas sustancias como los compuestos fenólicos, y el 

contenido en ácido palmítico y linoleico eran más abundantes cuanto menor era la cosecha, 

mientras que no se registraron diferencias, según el mayor o menor rendimiento del árbol, en lo 

relativo a la acidez, el índice de peróxidos y el contenido en alcoholes y esteroles. 

Investigaciones recientes han demostrado que la calidad del aceite depende en un alto grado de 

la interacción cultivar-entorno y, más específicamente, del grado de maduración del fruto. A 

medida que madura, el fruto va experimentando cambios fisiológicos directamente 

relacionados con el tiempo transcurrido, y dichos cambios alteran la calidad del aceite 

(Cerretani et al., 2006; Lazzez et al., 2008; Youssef et al., 2010). Jiménez et al. (2013) 

pusieron de manifiesto la relación existente entre la recolección temprana y la producción de 

un aceite de gran calidad, observando que para la variedad Picudo los índices de madurez 

óptimos eran los comprendidos entre 1,85-2,0. También se ha observado una disminución del 

contenido de tocoferoles, fenoles totales y pigmentos del aceite de diversas variedades 

españolas al avanzar el estado de maduración de las aceitunas (Dugo et al., 2004; Agati et al., 

2005).  

Además, el contenido de compuestos fenólicos presentes en el AOV aumentó sobre 

todo en los derivados secoiridoides del hidroxitirosol y tirosol, a medida que avanza el estado 

de madurez de verde a envero, momento en el cual, el contenido de estos compuestos 

comienza a disminuir hasta maduro (Morelló et al., 2004).  

Debería por tanto determinarse una fecha óptima de recogida con el fin de mantener las 

propiedades organolépticas del aceite y evitar así la producción de aceite de oliva de inferior 

calidad, motivada por una recolección tardía (Gómez-González et al., 2011). También se ha 

encontrado un descenso en el contenido en tirosol e hidroxitirosol con la maduración, siendo 

de hasta un 50,40 % para aceites procedentes de la variedad Picudo (Jiménez et al., 2013). En 

el mismo sentido, Martínez et al. (2010) observaron este mismo descenso para Picual y 

Arbequina. Los ácidos fenólicos también muestran este descenso en aceites procedentes de la 

variedad Picudo, llegando a ser indetectable el ácido ferúlico en los últimos estados de 

maduración. Sin embargo las flavonas experimentan un incremento siendo de hasta un 26,57 

y 18,09 % para luteolina y apigenina respectivamente (Jiménez et al., 2013).  

El contenido en fenoles del AOV guarda relación con el régimen hídrico, tanto en 

disponibilidad como en distribución. Varios autores han determinado un menor contenido 

fenólico en los aceites obtenidos a partir de frutos desarrollados bajo diversas técnicas de riego, 
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y que por tanto, proceden de olivos que no han sufrido condiciones de estrés hídrico 

apreciable, encontrando una relación inversamente proporcional entre las dosis de agua 

aplicadas en el olivar y la presencia de sustancias fenólicas en los aceites (Tovar et al., 2001; 

Romero et al., 2002; Servilli et al., 2007). Este hecho podría provocar cambios en la actividad 

de las enzimas implicadas en la síntesis fenólica, como la L-fenilalanina amonio liasa (PAL), 

cuya actividad es mayor ante situaciones de estrés hídrico elevado, favoreciéndose la 

acumulación de fenoles en la drupa y por lo tanto un mayor contenido fenólico en el AOV 

obtenido. Del mismo modo, Romero et al. (2002) informaron que cuando el árbol se somete a 

un déficit hídrico controlado la concentración en secoiridoides aumenta y la de lignanos 

disminuye. Sin embargo, no todos los compuestos fenólicos presentes en el AOV se ven 

afectados de igual forma por la disponibilidad de agua durante el desarrollo del fruto, así es el 

contenido de los derivados secoiridoides 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA y p-HPEA-EDA 

el que más disminuye al descender el estrés hídrico de los olivos (Tovar et al., 2001; Romero et 

al., 2002; Servilli et al., 2007). Del mismo modo Gómez-Rico et al. (2006) observaron una 

disminución de los derivados secoiridoides con la maduración del fruto y con la aplicación de 

riego, siendo esta disminución mayor para los derivados del hidroxitirosol que para los del 

tirosol. 

- Factores tecnológicos. 

Si tenemos en cuenta que la presencia de compuestos fenólicos en el aceite está 

estrechamente relacionada con la acción de varias enzimas endógenas en la aceituna, se puede 

establecer que su concentración en el aceite se verá influida en gran parte por las condiciones 

aplicadas durante las distintas fases de extracción del AOV. Diversos estudios han 

demostrado que las agliconas de los secoiridoides presentes en el AOV se generan a partir de 

oleuropeína, demetiloleuropeína y ligustrósido durante la molienda y batido, en una reacción 

catalizada por las β-glucosidasas presentes en la aceituna y que, cuando estas enzimas son 

inactivadas antes de que la aceituna sea molida, los citados secoiridoides no aparecen en el 

aceite (Servilli et al., 2002). 

Atendiendo exclusivamente a un aspecto mecánico del proceso de molienda, el tipo de 

molino empleado también influye en el contenido en fenoles del aceite. Se ha demostrado que 

la mayor ruptura de los tejidos celulares, que se produce en los molinos de martillos respecto 

a los molinos de piedra, incrementa el contenido fenólico del AOV (Caponio et al., 2003). En 

el caso de los molinos metálicos también se ha descrito que el tamaño de la luz de malla del 

tamiz es un importante factor a valorar, ya que cuanto menor es el diámetro del tamiz, mejor 
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es la extracción de las sustancias polares presentes en los tejidos vegetales, como son los 

compuestos fenólicos (Di Giovacchino et al., 2002).  

En lo que respecta al posterior proceso de batido, esta etapa permite no sólo la rotura de 

las emulsiones entre la fase acuosa y oleosa presentes en la pasta de aceituna y la consiguiente 

agregación física de las partículas de aceite, sino que además tendrán lugar numerosos 

procesos bioquímicos que afectan a la calidad final del producto obtenido. De hecho, las 

condiciones utilizadas durante esta etapa afectan tanto al rendimiento graso obtenido en el 

proceso de extracción, como a la composición minoritaria del AOV. El tiempo y la 

temperatura de batido son las principales variables a controlar durante esta etapa, de forma 

que es posible cambiar potencialmente la composición fenólica del AOV obtenido y, por 

consiguiente, sus características sensoriales. Así, un incremento de la temperatura de batido 

generalmente implica un mayor contenido fenólico en los aceites (Ranalli et al., 2001), 

produciéndose un incremento en compuestos fenólicos totales, o-difenoles y tocoferoles, de 

20 a 40 ºC según Inarejos-García et al. (2009), debido al aumento que se produce en los 

coeficientes de partición de estos compuestos entre la fase acuosa y oleosa de la pasta de 

aceituna, y que supone el incremento de la solubilidad relativa en la fase oleosa (Rodis et al., 

2002).  

Por otro lado, los tiempos de batido largos favorecen la degradación oxidativa, ya sea 

química o enzimática, de los compuestos fenólicos, obteniéndose AOVs con un menor 

contenido en las formas 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA y p-HPEA-EDA (Angerosa et 

al., 2001; Di Giovacchino et al., 2002; Ranalli et al., 2003). Sin embargo, se ha puesto de 

manifiesto que una reducción en la disponibilidad de oxígeno, disminuye la actividad de la 

polifenoloxidasa y peroxidasa, aumentando el contenido fenólicos del aceite. Según Inarejo-

García et al. (2009) en aceites de la variedad Cornicabra el contenido en α-tocoferol no sigue 

una tendencia clara con el aumento de la tiempo de batido de 30 a 90 min en almazara y de 15 

a 75 min en Abencor. 

Respecto al uso de enzimas pectolíticas como coadyuvantes durante el proceso de 

extracción del AOV, existen evidencias de que, además de degradar la pared celular, actúan 

reduciendo la complejación de los compuestos fenólicos con los polisacáridos, lo que 

favorece la obtención de aceites con un mayor contenido fenólico (García et al., 2001; 

Vierhuis et al., 2001). 
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El proceso de separación sólido- líquido que permite extraer el AOV de la pasta de 

aceituna puede realizarse de diferentes formas. En la elección de uno u otro sistema se debe 

considerar que la composición fenólica del aceite puede verse afectada. La utilización de los 

sistemas de centrifugación de tres fases implica la adición de agua en el proceso, 

aproximadamente en torno a 40-60 l por 100 kg de pasta, para conseguir la correcta 

separación de las mismas, ejerciendo un efecto de lavado sobre el aceite que puede modificar 

el equilibrio de partición y arrastrar parte de las sustancias polares, como los compuestos 

fenólicos. Algunos estudios han descrito que los aceites obtenidos empleando sistemas de 

extracción por presión o equipos de percolación para la separación sólido- líquido son más 

ricos en fenoles que los obtenidos por sistemas de centrifugación en tres fases (Nergiz y Ünal, 

1991; Di Giovacchino et al., 1995). 

Como mejora tecnológica para la elaboración del AOV, en la década de los noventa se 

introdujo un nuevo sistema de centrifugación en dos fases que no necesitaba de la adición de 

agua a la pasta de aceituna para efectuar la separación sólido-líquido. Varios estudios han 

descrito que los aceites obtenidos mediante este sistema muestran un mayor contenido medio 

en fenoles, respecto a los obtenidos por centrifugación de tres fases, aunque no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas (Angerosa y Di Giovacchino, 1996; Salvador et al., 

1998; Angerosa et al., 2000; Di Giovacchino et al., 2001).  

Finalmente, durante la separación líquido- líquido, que se efectúa para limpiar el aceite 

completamente de los restos de aguas de vegetación y que actualmente suele llevarse a cabo 

empleando centrífugas verticales, se produce de nuevo la reducción en el contenido en 

fenoles. Esta disminución se debe a la adición de agua, que suele estar en torno a una relación 

de 1:1 a 1,5:1 (agua/aceite), y que se realiza en esta etapa del proceso de extracción para el 

adecuado funcionamiento de la centrífuga.  

La necesaria separación sólido- líquido que permite extraer el aceite de oliva de la pasta 

de aceituna puede realizarse de diferentes formas. Así, mientras la elección de uno u otro 

sistema no conduce a grandes diferencias en la composición de la fracción saponificable (Di 

Giovacchino et al., 1994), algunos constituyentes de la fracción insaponoficable (fenoles) sí 

se ven considerablemente afectados.  
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I.2.5. Calidad Reglamentaria. 

Según la RAE (Real Academia Española), la calidad de un producto la podemos definir 

como: propiedad o conjunto de propiedades inherentes a algo, que permiten juzgar su valor. 

Refiriéndonos en concreto al AOV, el patrón que define la calidad vendrá representado por un 

zumo oleoso obtenido de aceitunas sanas y en perfectas condiciones de madurez, y habrá que 

evitar para ello toda manipulación o tratamiento que altere la naturaleza química de sus 

componentes tanto en la extracción como en su almacenamiento.  

Hay que diferenciar entre “calidad del aceite”, que acabamos de defin ir, y “tipo de 

aceite”, que viene determinado por las características particulares de cada variedad, 

apreciables estas en sus características organolépticas (olor y sabor) y por su composición 

química. Así, de dos variedades diferentes de olivos, partiendo necesariamente de una 

elaboración correcta, se pueden obtener dos tipos de aceites de la misma calidad. Existen así 

excelentes aceites tanto de la variedad Picual, algo amargos, con cuerpo y alto contenido en 

ácido oleico, como también excelentes aceites de la variedad Arbequina, mucho más fluidos, 

dulces y de menor contenido en ácido oleico (Tous y Romero, 2001).  

La definición de calidad reglamentaria viene recogida en el Reglamento (CEE) nº 

2568/91. La calidad reglamentaria queda pues definida dando lugar a la clasificación de los 

aceites de oliva en distintas categorías atendiendo a una serie de parámetros. Cuando en un 

AOV uno de los parámetros físico-químicos o sensoriales no cumple la norma, éste pasa a la 

categoría siguiente. Gutiérrez y González-Quijano (1989) propusieron un índice global de 

calidad (IC) en el que intervienen, con distintas ponderaciones, índices físico-químicos y 

sensoriales. Este índice proporciona una escala continua de calidad y viene explicado por la 

siguiente fórmula: 

IC = 2,71 + 0,91 x PO – 0,81 x IA – 9,09 x K270 – 0,025 x IP 

donde: 

IC = Índice global de calidad. 

PO = Puntuación organoléptica.  

IA = Índice de acidez. 

K270 = Absorción en el ultravioleta, expresada como absortividad o coeficiente de    

extinción a 270 nm.  

IP = Índice de peróxidos. 
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Este índice permite clasificar los aceites de una forma continua y más eficaz. No 

obstante habría que avanzar más introduciendo otros parámetros, como la estabilidad, que 

permitiera predecir el comportamiento del aceite en la etapa de comercialización (Uceda y 

Hermoso, 2008). 

 

Parámetros de calidad y pureza. 

- Parámetros físico-químicos de calidad. 

Según las normas internacionales propuestas por el Comité Oleícola Internacional y 

publicadas en el Reglamento (CEE) nº 2568/91 y sus posteriores modificaciones, los criterios 

de calidad a tener en cuenta en el estudio del aceite de oliva son: el grado de acidez, índice de 

peróxido, la absorción de la radiación en el ultravioleta expresada como K232, K270 y Δk, la 

evaluación sensorial y los ésteres etílicos de los ácidos grasos. Los límites establecidos para 

estos parámetros en la legislación vigente vienen representados en la Tabla I.6. En líneas 

generales, estos parámetros dependen principalmente del estado sanitario de la aceituna, así 

como del estado de conservación del aceite.  

El grado de acidez representa el contenido en ácidos grasos libres presentes en el aceite 

expresados en porcentaje de ácido oleico. Cualquier grasa, y el aceite de oliva no es ninguna 

excepción, desde el punto de vista químico está compuesta por triglicéridos. La reacción de 

hidrólisis provocada por diferentes causas, como el ataque de mosca, un inadecuado 

almacenamiento de los frutos o mala conservación de los aceites, conduce a la ruptura de los 

triglicéridos originando además de diglicéridos y monoglicéridos, ácidos grasos libres.  

El índice de peróxidos es un parámetro que representa el estado de oxidación del aceite, 

en las primeras fases de la misma, las cuales se caracterizan por la formación de compuestos 

tipo hidroperóxido. Se expresa en mili-equivalentes de oxígeno activo por kilogramo de 

aceite. Este índice detecta la oxidación antes de que sea perceptible organolépticamente, lo 

que le da validez como índice de calidad a pesar de su poca representatividad respecto al 

estado global de oxidación de un aceite ya que, al avanzar el proceso, desaparecen los 

peróxidos al dar lugar a una serie de productos, en particular mezclas de aldehídos volátiles 

(Frankel, 1998).  

La medida de la absorbancia en el ultravioleta (K232, K270, ΔK) puede proporcionar 

indicaciones sobre la calidad de una materia grasa, su estado de conservación y las 

modificaciones inducidas por los procesos tecnológicos. Los valores de estas absorciones se 
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expresan como coeficiente de extinción o extinción específica, E1cm (absorbancia de una 

solución de la materia grasa al 1% (p/v) en el disolvente determinado, en un espesor de 1 cm) 

denominados convencionalmente como K, también denominado coeficiente de extinción. La 

absorción de luz de las longitudes de onda a las que se va a medir se debe a la presencia de 

sistemas diénicos y triénicos conjugados. La oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados 

del aceite de oliva produce hidroperóxidos conjugados que presentan un máximo de absorción 

a 232 nm, indicando esta determinación, al igual que el índice de peróxidos, la oxidación 

inicial de un aceite. Los dienos y trienos conjugados, aldehídos y α- dicetonas y las cetonas α-

insaturadas absorben en la región de los 270 nm, detectando por lo tanto, un estado oxidativo 

más avanzado, estando relacionado con la oxidación del AOV, con el proceso de refinación, o 

con ambos. La determinación de ΔK se utiliza fundamentalmente como criterio de pureza, 

para detectar mezclas con aceites refinados. En el proceso de refinación del aceite, en la etapa 

de decoloración con arcillas activadas, se forman unos compuestos denominados trienos 

conjugados, que absorben también a 270 nm, pero aparecen tres picos, que no existen cuando 

el aceite de oliva es virgen. Para los AOVs el K270 es aproximadamente la semisuma del K266 

y K274, por lo que ΔK=0. Para los aceites refinados el ΔK será mayor, pues ΔK=K270-

0,5(K266+K274). 

En genreal, valores bajos de absorbancia (K232, K270, ΔK) se corresponden con aceites 

de oliva de buena calidad. 

Además de la cuantificación de los parámetros físico-químicos en AOV establecidos en 

la reglamentación vigente (Tabla I.6), la evaluación sensorial del producto es una de las 

herramientas más importantes para determinar la calidad final del mismo.  

El aceite de oliva es la grasa comestible más valorada en las regiones de la cuenca 

mediterránea, ya que es consumida sin necesidad de ningún proceso químico, en forma de 

zumo de fruta manteniendo así el sabor y aroma natural de la aceituna. Asimismo, se debe 

destacar que son las características organolépticas del producto las que determinan el grado de 

preferencia de los consumidores, ya que la elección de los alimentos que consumimos se basa 

prioritariamente en los atributos que percibimos a través de nuestros sentidos. Los atributos 

sensoriales que consideramos principalmente en los alimentos son, entre otros, la apariencia, el 

color, la textura, la forma y el tamaño, la viscosidad, etc.  El análisis sensorial es una disciplina 

científica que pretende, con la cata, provocar sensaciones, medirlas, analizarlas e interpretarlas, 

con objeto de conocer cómo es el aceite desde el punto de vista sensorial y clasificarlo. La 

sensibilidad visual no se utiliza en el aceite de oliva, es decir, no se evalúa el color por no 

58



                                Introducción 

 

considerarse un factor de calidad objetivo. Sin embargo, el color puede darnos una 

aproximación del estado de maduración de las aceitunas, pudiendo relacionar el color verde 

con aceites procedentes de aceitunas menos maduras, y sensorialmente más potentes que otros 

de colores amarillentos. El color del aceite de oliva depende de la presencia de determinados 

pigmentos liposolubles que se encuentran inicialmente en el fruto y que se transfieren al aceite 

durante el proceso de molienda y batido de la pasta de aceituna. Las d istintas tonalidades 

verde-amarillento-anaranjado que pueden observarse en un AOV dependen del contenido en 

clorofilas y carotenos. A pesar de que el color es una de las características sensoriales más 

importantes y que es valorada en la mayoría de los productos alimenticios, la metodología 

aplicada por Reglamentación actual no juzga este atributo sensorial.  

El análisis sensorial implica una metodología científica desde la formación y 

entrenamiento continuado de un panel de jueces catadores hasta el análisis científico de los 

resultados de los atributos sensoriales del aceite. La evaluación sensorial del AOV está 

ampliamente descrita en el Reglamento (CEE) nº 2568/91 y las modificaciones recogidas en 

el Reglamento (CE) nº 640/2008 y el Reglamento (UE) nº 1348/2013. Para llevar a cabo la 

valoración de los atributos sensoriales del AOV se ha generado un vocabulario específico que 

permite describir el flavor de este producto, basado en la metodología propuesta por el COI. 

Por una parte, se distinguen los atributos positivos (frutado, amargo y picante) y, por otro, 

también se describen una serie de atributos negativos o defectos con el fin de conocer los 

posibles defectos que se pueden encontrar en los aceites de oliva de baja calidad, y que se 

deben a la presencia de ciertos compuestos volátiles indeseables que pueden aparecer si el 

aceite se ha obtenido a partir de frutos dañados y/o almacenados durante largo tiempo a 

temperatura ambiente y altas humedades relativas, o bien si se ha producido un procesado 

deficiente de la materia prima o a un almacenamiento inadecuado del producto final. Estos 

atributos sensoriales negativos se encuentran ampliamente descritos en esta última 

modificación del Reglamento en diciembre de 2013 y se denominan con los siguientes 

descriptores: atrojado/borras, moho/húmedo/terroso, avinado/avinagrado/ácido/agrio, 

aceitunas congeladas (madera húmeda), rancio y otros (metálico, heno, gusano, basto, 

salmuera, cocido o quemado, alpechín, esparto, pepino y lubricante).  

Actualmente, el AOV se clasifica en tres categorías: Virgen Extra, Virgen y Lampante 

en función de la mediana de los posibles defectos que se pueden encontrar en el aceite y del 

atributo “frutado” obtenidas por el panel de cata. En este sentido la categoría “Virgen Extra” 

debe tener una mediana de defectos igual a 0 y la del atributo “frutado” superior a 0, la 

59



Introducción 

 

 

categoría “Virgen” debe tener la mediana de los defectos superior a 0 e inferior o igual a 3,5 y 

la del atributo “frutado” superior a 0. Los aceites “Lampantes” son todos aquellos en los que 

la mediana de los defectos es superior a 3,5, o bien, la mediana de los defectos es inferior o 

igual a 3,5 y la del atributo “frutado” es igual a 0.  

Recientemente, han sido incluidos como parámetros de calidad, los ésteres etílicos de 

los ácidos grasos (FAEEs), los cuales provienen de fermentaciones indeseables en la aceituna 

que indican un posible fraude por mezcla de AOVs sometidas a procesos de desodorización. 

Este parámetro en AOV extra no debe superar los 40 mg·kg-1 en la campaña 2013-2014; 35 

mg·kg-1 en 2014-2015 y 30 mg·kg-1 en campañas superiores a 2015. 

Existen otros parámetros de calidad que no están incluidos en las normas 

internacionales pero que son utilizados igualmente, como son el contenido total en 

compuestos fenólicos, los cuales han sido descritos con detalle en el apartado I.2.4, y la 

estabilidad oxidativa. 

La estabilidad oxidativa proporciona una buena estimación de la susceptibilidad de los 

aceites a la degeneración autooxidativa, que en los AOVs conduce fundamentalmente a su 

enranciamiento. Este parámetro se define como el tiempo necesario para que el aceite o grasa 

comience a presentar síntomas de rancidez. Depende de las características propias del aceite 

(instauración, contenido en antioxidantes naturales y trazas metálicas, estado de oxidación, 

etc.) y varía según las condiciones (temperatura, luz, oxígeno, calidad y tamaño de los 

recipientes, etc.) en que se haya realizado su conservación. Para estimar la estabilidad de un 

aceite en un tiempo razonable, desde los puntos de vista analíticos y comerciales, es necesario 

recurrir a factores que aceleren la oxidación, como la temperatura y el paso de oxígeno, ya 

que, salvo casos especiales, los aceites se conservan ordinariamente en condiciones en que el 

enranciamiento aparece con bastante lentitud. El método de uso más extendido para la 

determinación de la estabilidad oxidativa es el denominado método de oxígeno activo y su 

versión automatizada es la que utiliza el instrumento llamado Rancimat. La determinación de 

la estabilidad tiene indudable interés comercial ya que permite predecir de forma comparativa 

la vida útil de los distintos aceites de oliva.  

- Criterios de pureza.  

Entre los criterios de pureza que encontramos en el Reglamento CEE 2568/91 y sus 

posteriores modificaciones se encuentran los perfiles de ácidos grasos, triglicéridos, ceras y 
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esteroles. Generalmente se analizan una serie de compuestos que se detectan en las fracciones 

saponificables e insaponificables de los aceites de oliva (Tabla I.6 y I.7). 

En la fracción saponificable del aceite de oliva se determina la composición porcentual 

de los diferentes ácidos grasos que esterifican al glicerol. Su presencia va a depender de la 

fisiología de la planta que los ha producido, pero con unos límites muy amplios sob re todo en 

los de mayor contenido (oleico y linoleico). La normativa, por tanto, solo refleja los límites 

para los ácidos grasos minoritarios: mirístico (≤ 0,03 %), linolénico (≤ 1,0 %), aráquico (≤ 0,6 

%), eicosanoico (≤ 0,4 %), behénico (≤ 0,2 %) y lignocérico (≤ 0,2 %). El análisis de ácidos 

grasos proporciona información de la longitud e insaturaciones de las cadenas 

hidrocarbonadas lo que permitirá detectar mezclas de aceites de semillas, pues los aceites de 

semillas y el aceite de oliva tienen los mismos ácidos grasos pero en distinta proporción. 

Mientras que en los aceites de semillas el ácido graso principal es el linoleico (18:2), en los 

aceites de oliva lo es el oleico (18:1). El análisis de estos compuestos necesita ser ratificado 

con otras técnicas para confirmar la adulteración del aceite de oliva.  

Los ácidos grasos sintetizados de forma natural son isómeros cis. Durante el proceso de 

refinación, al someter los aceites a temperaturas elevadas (desodorización) o por el hecho de 

contener gran cantidad de tierras activadas (decoloración), pueden aparecer cambios de 

configuración a posición trans, por ello, para aceites de oliva de la categoría virgen extra y 

virgen, la suma de los isómeros trans-oleicos y la de los isómeros trans-linoleicos + trans-

linolénicos, debe ser igual o inferior a 0,05 %. 

También se analiza el contenido en triglicéridos expresados en su número equivalente 

de carbonos (ECN). Este se utiliza para detectar la presencia de pequeñas cantidades de 

aceites de semillas, ricos en ácido linoleico. En el aceite de oliva el triglicérido más abundante 

es la trioleína, por contener al ácido oleico en gran porcentaje, y prácticamente no existe la 

trilinoleína. En los aceites de semillas, sin embargo, el triglicérido más abundante es la 

trilinoleína por contener en mayor proporción al ácido linoleico. Por lo tanto, este parámetro 

puede ser útil en la detección de aceites de oliva adulteradas con otros aceites de semilla. Con 

una fórmula estadística, se calcula el contenido real de los tres isómeros que nos da un ECN 

42 teórico. Este se compara con el contenido real por HPLC. La diferencia entre el valor 

experimental y el calculado no debe ser superior a 0,2 en AOV y a 0,3 en aceites lampantes.  

En la fracción insaponificable del aceite de oliva se reglamentan cinco grupos de 

compuestos: ceras, estigmastadienos, esteroles y dialcoholes triterpénicos (eritrodiol y uvaol), 

y ésteres etílicos, recogidos en la última modificación del Reglamento (CEE) 2568/91 que 
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corresponde con el Reglamento (UE) nº 1348/2013. El aislamiento de las sustancias se realiza 

mediante cromatografía en capa fina o en columna sobre gel de sílice y su cuantificación se 

lleva a cabo por cromatografía de gases.  

Las ceras son compuestos que provienen de la esterificación de alcoho les alifáticos con 

ácidos grasos libres. La determinación analítica de estos compuestos se realiza para detectar 

mezclas con aceites de orujo, donde el contenido en ceras es bastante elevado, 2000 mg·kg-1, 

mientras que en los AOVE y AOVs el valor de C42+C44+C46 debe ser igual o inferior a 150 

mg·kg-1. 

El estigmastadieno es un hidrocarburo esteroideo difícil de eliminar en el proceso de 

refinación. En la etapa de decoloración y desodorización, se produce una deshidratación 

intramolecular, formándose un dieno. En el aceite de oliva, el dieno formado es el 

estigmastadieno, por ser el β-sitosterol el esterol más abundante. Valores de estigmastadieno 

superiores a 0,05 mg·kg-1 pueden indicar la presencia de aceite refinado. 

El contenido en esteroles nos aporta gran información sobre la autentificación del aceite 

de oliva, siendo este análisis el más fiable para detectar fraudes. Sin embargo, en el proceso 

de decoloración y desodorización (en la refinación) se destruyen la mayor parte de ellos, 

realizándose ésta en condiciones drásticas de temperatura (desodorización) y haciendo uso 

excesivo de tierras (decoloración). En este caso, es necesario complementar esta 

determinación analítica con la del estigmastadieno.  

El β-sitosterol es el esterol mayoritario en el aceite de oliva (al menos el 93 % del total), 

mientras que campesterol y estigmasterol están en porcentajes muy bajos. Los aceites de 

semillas son ricos en campesterol, estigmasterol, -7-campesterol y 7-estigmasterol, con 

variaciones en los porcentajes según el tipo de semilla. Por tanto, la adición de aceites de 

semillas al aceite de oliva altera la composición de esteroles, y, según el tipo de esterol 

presente, podremos sospechar de qué tipo de semilla se trata. El aceite de girasol es rico en 

campesterol y -7-estigmasterol, mientras que en el aceite de colza, aparece el brasicasterol.  

El porcentaje de eritrodiol+uvaol se utiliza como criterio de pureza para detectar aceites 

de orujo en el aceite de oliva. Son dialcoholes terpénicos que se encuentran principalmente en 

la piel de la aceituna por lo que no se extraen por presión o centrifugación en el proceso de 

elaboración del aceite de oliva, sino que se extraen con hexano en la extracción de aceite de 

orujo. El límite establecido para AOV extra es de 4,5 %. No es un método de detección de 

mezclas eficaz por sí mismo, pues la cantidad de eritrodiol y uvaol es inferior si la extracción 
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del aceite de orujo es rápida y además existen algunos métodos para eliminarlos durante la 

refinación, por lo que debe completarse con el resto de determinaciones analíticas antes 

citadas. 
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Clasificación del aceite de oliva. 

El reglamento (CE) nº 865/2004 que modifica el Reglamento (CEE) nº 2568/91 define 

los aceites de oliva y hace la siguiente clasificación. En la figura I.20 se muestra un esquema 

con la clasificación actual de los aceites, destacando aquellos que pueden encontrarse 

comercialmente en el mercado. 

- Aceites de Oliva Vírgenes. 

Aceites que, habiéndose obtenido del fruto del olivo exclusivamente por medios 

mecánicos u otros procedimientos físicos aplicados en condiciones que excluyan toda 

alteración del producto, no se sujetan a ningún otro tratamiento que no sea su lavado, 

decantación, centrifugado o filtración, excluidos los aceites obtenidos con el uso de 

disolventes o de coadyuvantes de acción química o bioquímica, por un procedimiento de 

reesterificación o como resultado de cualquier mezcla con aceites de otros tipos.  

Los aceites de oliva vírgenes sólo se clasificarán y designarán de la forma siguiente: 

Aceite de Oliva Virgen Extra: AOV que presenta una acidez libre máxima, expresada 

en ácido oleico, de 0,8 g por 100 g y cuyas otras características se ajustan a las establecidas 

para esta categoría.  

Aceite de Oliva Virgen: AOV que presenta una acidez libre máxima, expresada en 

ácido oleico, de 2 g por 100 g y cuyas otras características se ajustan a las establecidas para 

esta categoría.  

Aceite de Oliva Lampante: AOV que presenta una acidez libre, expresada en ácido 

oleico, de más de 2 g por cada 100 g y/o cuyas otras características se ajustan a las 

establecidas para esta categoría.  

No es apto para el consumo en la forma que se obtiene. Se destina al refino con vistas al 

consumo humano o a usos técnicos.  

- Aceite de Oliva Refinado  

Aceite de oliva que, habiéndose obtenido del refino de aceites de oliva vírgenes, 

presenta una acidez libre, expresada en ácido oleico, de no más de 0,3 g por 100 g y cuyas 

otras características se ajustan a las establecidas para esta categoría. 
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- Aceite de Oliva  

Aceite de oliva que, habiéndose obtenido de una mezcla de aceite de oliva refinado y de 

AOV distinto del lampante, presenta una acidez libre, expresada en ácido oleico, de no más de 

1 g por 100 g y cuyas otras características se ajustan a las establecidas para esta categoría.  

- Aceite de Orujo de Oliva Crudo  

Aceite que se obtiene del orujo de oliva mediante un tratamiento con disolventes o 

empleando medios físicos, o que corresponde, salvo en determinadas características, al aceite 

de oliva lampante, y cuyas otras características se ajustan a las establecidas para esta 

categoría, excluido el aceite obtenido por un procedimiento de reesterificación o como 

resultado de una mezcla con aceites de otros tipos.  

- Aceite de Orujo de Oliva Refinado 

Aceite que, habiéndose obtenido del refino de aceite de orujo de oliva crudo, presenta 

una acidez libre, expresada en ácido oleico, de no más de 0,3 g por 100 g y cuyas otras 

características se ajustan a las establecidas para esta categoría.  

- Aceite de Orujo de Oliva  

Aceite que, habiéndose obtenido de una mezcla de aceite de orujo de oliva refinado y de 

AOV distinto del lampante, presenta una acidez libre, expresada en ácido oleico, de no más de 

1 g por 100 g y cuyas otras características se ajustan a las establecidas para esta categoría. 

Esta mezcla no podrá en ningún caso denominarse "aceite de oliva".  

 

Figura I.20. Clasificación de los aceites de oliva. 
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Para que un aceite pueda ser considerado de categoría “Virgen Extra” deben cumplirse 

los parámetros de calidad y pureza recogidos en la tabla I.6 y I.7, para la comprobación de la 

conformidad de una muestra de aceite de oliva con la categoría declarada deben seguirse los 

esquemas de decisiones recogidos en la Reglamentación (Figuras I.21 y I.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.21. Criterios de calidad para la determinación de la categoría de AOVE. Reglamento (UE) nº 

1348/2013.
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Figura I.22. Criterios de pureza para la determinación de la categoría de AOVE y  AOV. Reglamento (UE) nº 

1348/2013.
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I.3. SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA OLEÍCOLA, HOJAS DE OLIVO Y 

ALPERUJO, COMO FUENTES DE COMPUESTOS BIOACTIVOS. OBTENCIÓN DE 

ACEITES ENRIQUECIDOS.  

Las hojas de olivo constituyen una materia prima barata que puede utilizarse como una 

fuente adecuada de productos de alto valor añadido (Briante et al., 2002) como una potencial 

fuente de antioxidante de origen natural debido a su alto contenido en compuestos fenólicos. 

Las moléculas bioactivas de las hojas de olivo son: hidroxitirosol, ácido tirosol, ácido cafeíco, 

ácido p-cumárico, ácido vanílco, vainillina, oleuropeína, luteolina, diosmetina, rutina, 

verbascósido, luteolina-7-glucósido, apigenina-7-glucósido y diosmetina-7-glucósido (Bianco 

y Uccella, 2000). El compuesto más abundante en el extracto de hoja de olivo es la 

oleuropeína, seguido de hidroxitirosol, los flavona-7-glucósidos de luteolina y apigenina y 

verbascósido (Benavente-García et al., 2000). El hidroxitirosol es un precursor de la 

oleuropeína y el verbascósido es un glucósido conjugado de hidroxitirosol y ácido cafeico. 

Históricamente las hojas de olivo se han utilizado como tratamiento contra la malaria y 

la fiebre (Benavente-García et al., 2000). Varios estudios han demostrado que el extracto de la 

hoja de olivo tenía la capacidad de reducir la presión arterial en animales, aliviar arritmia y 

aumentar el flujo sanguíneo en las arterias coronarias (Khayyal et al., 2002). Se ha 

demostrado además, que el extracto de hoja de olivo tiene una variedad de actividades 

biológicas incluyendo: antioxidantes, antivirales, antimicrobianos y anti- inflamatorias (Visioli 

y Galli, 2002; Micol et al., 2005; Bouaziz et al., 2008). Por lo tanto, la hoja de olivo tiene 

beneficios quimiopreventivos potenciales frente a las principales enfermedades vinculadas a 

la oxidación y pueden ser parte de un dieta saludable (Rubió et al., 2012).  

Rubió et al. (2012) demostraron que los compuestos fenólicos individuales en el 

extracto de hoja de olivo muestran fuertes actividades in vitro mientras que las actividades 

antioxidantes y antimicrobianas de los compuestos fenólicos combinados muestran efectos 

similares o mejores que los fenólicos individuales. Por lo tanto, estos resultados sugieren que 

el extracto de hoja de olivo tiene un gran potencial como ingrediente de alimentos 

funcionales, en particular como fuente de compuestos fenólicos.  

El alperujo, principal subproducto de la extracción del aceite oliva (la producción de 

alperujo en España es de más de 4 millones de toneladas al año), obtenido en general por el 

sistema de centrifugación de dos fases (Cabrera et al., 2007), es una fuente rica en compuestos 
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fenólicos y podría ser utilizado para obtener un extracto que contenga los principales 

compuestos fenólicos del AOV.  

La oleuropeína y el ligustrósido son los principales compuestos fenólicos en la aceituna. 

Durante el proceso de extracción del AOV, en la fase de molturación, se produce la 

destrucción celular de la aceituna y después, en el batido, se mezcla el contenido celular. 

Como consecuencia de estas dos acciones, una cadena de reacciones produce cambios en las 

estructuras moleculares de la oleuropeína y el ligustrósido, que conducen a la formación de 

derivados secoiridoides (Artajo et al., 2007). Finalmente, en el centrífuga horizontal de dos 

fases, los compuestos fenólicos se reparten en las distintas fases en función de su afinidad por 

el agua o por el aceite, y como resultado, la casi totalidad de los compuestos fenólicos 

presentes en la aceituna se retienen en el alperujo y sólo alrededor de 2 % se transfieren al 

aceite. Por tanto, en el alperujo se encuentra una amplia gama de compuestos fenólicos, 

siendo los más importantes los alcoholes, derivados secoiridoides, ácidos fenólicos, lignanos, 

y flavonoides. 

La extracción de compuestos bioactivos a partir de subproductos de la agroindustria,  

que, según su naturaleza, pueden ser sólidos o líquidos, se puede realizar mediante dos 

sistemas: extracción líquido-líquido o extracción sólido- líquido. Así mismo, las moléculas 

obtenidas por extracción se pueden utilizar como aditivos alimentarios para ejercer efectos 

beneficiosos peculiares sobre la salud humana (Lee y Lee, 2010; Delgado-Adámez et al., 

2012). 

Se emplean diversas técnicas de extracción sólido- líquido, siendo la más usada 

tradicionalmente la extracción en Soxhlet (Luque de Castro y García-Ayuso, 1998). Sin 

embargo, se demandan nuevas técnicas con tiempos más cortos de extracción, reducido 

consumo de disolventes orgánicos contaminantes, empleando: extracción asistida por 

ultrasonidos, por microondas, extracción acelerada con disolventes y la extracción con fluidos 

supercríticos. 

- Extracción en Soxhlet: es la técnica estándar y utilizada como referencia para evaluar 

los resultados de otros métodos de extracción sólido- líquido. Es una técnica general y bien 

establecida que supera los resultados de otras técnicas convencionales, aunque tiene un campo 

limitado en la extracción de compuestos termolábiles (Luque de Castro y García-Ayuso, 

1998). 
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- Extracción asistida por ultrasonidos (sonicación): el mecanismo de extracción 

involucra dos fenómenos físicos: la difusión a través de la pared celular y el lavado de los 

contenidos celulares, una vez que las paredes se han roto (Vinatoru, 2001). Las partículas 

sólidas y líquidas vibran y se aceleran ante la acción ultrasónica, como resultado el soluto 

pasa rápidamente de la fase sólida al solvente (Gao y Liu, 2005).  

- Extracción asistida por microondas: la irradiación de microondas causa movimiento de 

las moléculas por migración de iones y rotación de dipolos que contribuyen a una rápida 

transferencia de energía al solvente y al material vegetal.  

- Extracción acelerada con disolventes: es una técnica que combina la extracción con 

disolventes a diferentes temperaturas (50-200 ºC) y presiones elevadas (105-140 bares), para 

extraer rápida y eficazmente compuestos de matrices sólidas, lo que aumenta el rendimiento 

de las extracciones ya que se incrementa la solubilidad, se mejora la transferencia de masa y 

además se facilita la ruptura del equilibrio superficial compuesto-matriz (Kaufmann y 

Christen, 2002). 

- Extracción de fluidos supercríticos: un fluido supercrítico es cualquier sustancia a una 

temperatura y presión sobre su punto crítico termodinámico. Tiene una habilidad única para 

difundirse a través de los sólidos como un gas y poder disolver materiales como un líquido, 

generando solvente de baja viscosidad, altas tasas de d ifusión y sin tensión superficial. Se 

utilizan, principalmente, dióxido de carbono y agua. Se puede realizar una extracción 

selectiva de diferentes compuestos utilizando distintas presiones del fluido supercrítico 

(Vinatoru, 2001). 

Una alternativa a las extracciones en fase orgánica es la utilización de agua como 

disolvente (Delgado-Adámez et al., 2012), con ésta se evita el uso de disolventes orgánicos, a 

la vez que se obtienen compuestos retenidos en la matriz de los alimentos. Las moléculas 

obtenidas tras la extracción pueden ser usadas como aditivos alimentarios, pudiendo presentar 

diferentes actividades, como por ejemplo sus efectos antioxidantes y antimicrobianos 

(Delgado-Adámez et al., 2012). 

La extracción acuosa cada vez está cobrando más interés, esto se debe a los posibles 

efectos tóxicos de los disolventes orgánicos. Permite una reducción del tiempo de extracción 

y una reducción en el consumo energético, mientras que aumenta la eficiencia de la extracción 

y nos permite usarlos como aditivos en alimentación (Pinelo et al., 2005). 

73



Introducción 

 

 

Con esta alternativa nos adentramos en el diseño de productos y procesos químicos que 

reducen o eliminan la producción y el uso de sustancias peligrosas para el medio ambiente y/o 

la salud humana (Química Verde). La eficacia de la extracción depende de factores tales como 

temperatura, relación agua-sólido, tamaño de partícula y el tiempo de contacto.  

Hay una creciente demanda de incorporar los antioxidantes a la dieta, a través de los 

alimentos, con el problema de la protección de sus componentes bioactivos durante el 

procesamiento y su posterior paso a través del tracto gastrointestinal (Bakowska-Barczak y 

Kolodziejczyk, 2011). Una vez extraídos del vegetal, el poder antioxidante de estos 

compuestos disminuye frente a las condiciones ambientales (luz, oxígeno, temperatura), 

debido a su alta reactividad química. Por otra parte, la característica estacional de estos 

vegetales hace necesario algún tipo de procesamiento que mantenga sus propiedades 

antioxidantes (Navarro et al., 2006). 

La estabilización de los extractos obtenidos es una etapa crucial y necesaria para lograr 

su fácil almacenamiento y aplicación. Entre las técnicas a aplicar están: microencapsulación, 

secado mediante spray driying, liofilización y secado en lecho de espuma, siendo los dos 

últimos adecuados para deshidratar un líquido, minimizando el deterioro de sus cualidades 

antioxidantes (Yerdeo, 2001), ya que estas técnicas no implican un procesado a temperaturas 

altas que degraden los compuestos fenólicos.  

 

Aceites enriquecidos. 

La dieta mediterránea, rica en frutas frescas y hortalizas, se ha asociado con una baja 

incidencia de enfermedades cardiovasculares y carcinogénicas, en parte debido a su alta 

proporción de compuestos bioactivos tales como vitaminas y compuestos fenólicos. El 

componente lipídico principal de esta dieta es el aceite de oliva.  

Los aceites en general pertenecen al grupo de lípidos o grasas, que son macronutrientes 

(componentes mayoritarios de nuestra alimentación junto con los carbohidratos y proteínas) 

esenciales para asegurar una buena salud en el ser humano. Además, los lípidos son 

importantes para el funcionamiento de muchos órganos celulares. La función principal de las 

grasas dentro del organismo humano es la de proporcionar energía (9 kcal/g), pero además 

cumplen también otras tareas esenciales: 
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- Forman parte de la estructura celular. Mantienen la integridad estructural y funcional 

de las membranas. 

- Son elementos importantes del sistema nervioso (fosfolípidos) 

- Constituyen la fuente de ácidos grasos esenciales: compuestos que nuestro organismo 

no puede sintetizar y deben aportarse en la dieta, como el ácido decosahexaenoico (DHA) y el 

ácido eicospentaenoico (EPA), dos ácidos grasos omega 3. 

- Vehiculizan las vitaminas liposolubles.  

- Proporcionan las estructuras bioquímicas para un buen grupo de hormonas 

(esteroides). 

Desde el punto de vista bioquímico, las grasas básicamente pueden ser de tres tipos; 

triacilglicéridos o triglicéridos, colesterol y fosfolípidos. 

Los ácidos grasos a su vez pueden ser: 

- Saturados: cuando en su estructura no existe ningún doble enlace.  

- Insaturados: dependiendo del número de dobles enlaces que tengan en su molécula 

podrán ser monoinsaturados, cuando solo tienen un doble enlace, y polinsaturados cuando 

tienen más de un doble enlace. 

Un problema relacionado con el consumo de aceite de oliva es el alto valor calórico, por 

lo que dosis diaria recomendada por la Food and Drug Administration es de 23 g de aceite de 

oliva (Food and Drug Administration, 2008). Por lo tanto, la adición de fenoles a un aceite, 

daría un mejor resultado en los efectos positivos de éstos sobre el organismo sin el aumento 

de la ingesta calórica. Si bien hay que considerar si un aumento de sabor amargo, podría ser 

una barrera para la aceptación de un aceite enriquecido. Aún así Paiva-Martins et al. (2007) 

estudiaron el efecto del extracto de hojas de olivo en el sabor y aroma de aceites de oliva 

refinados, y encontraron que el panel no apreciaba diferencias significativas en el sabor y en 

el olor entre los aceites antes y después de ser enriquecidos, e incluso mejoró la puntuación de 

los aceites enriquecidos en calidad de sabor.  

Recientemente, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (2011) ha publicado su 

opinión sobre la reivindicación relativa a los efectos protectores de la ingestión de 

compuestos fenólicos del aceite de oliva en la oxidación de lipoproteínas de baja densidad 

(LDL). Rubió et al. (2012) demostraron que el enriquecimiento de aceites de oliva con sus 

propios fenoles, es técnicamente factible. 
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El AOV es una de las grasas comestibles más valoradas por la región mediterránea. Por 

ello, para mantener, o incluso incrementar su consumo procedente de variedades extremeñas a 

nivel mundial es necesario ampliar los mercados, proporcionando a los consumidores no solo 

AOVs de alta calidad, sino también información sobre los beneficios de su consumo respecto 

del resto de aceites vegetales. Para ello, el énfasis ya puesto sobre los beneficios debido a su 

alta composición en ácidos grasos monoinsaturados, necesita ser reforzado con información 

sobre la presencia de compuestos minoritarios en su composición. Todo esto está 

contribuyendo a la necesidad de buscar nuevos criterios para la definición y estudio de la 

calidad de los AOVs que, además, garanticen su genuinidad. En este sentido, elevados 

contenidos en vitaminas liposolubles, en concreto α- tocoferol (vitamina E), de gran 

importancia nutricional, y la presencia de compuestos polares hidrosolubles, protectores de 

los aceites ante la autoxidación durante el período de conservación, son parámetros 

importantes para la caracterización de estos aceites.  

Así, los compuestos fenólicos contribuyen de forma destacada en las propiedades 

nutricionales y antioxidantes beneficiosas para la salud, en las características sensoriales y en 

la estabilidad oxidativa del AOV. Además, el perfil cualitativo y cuantitativo de dichos 

compuestos se viene utilizando, en los últimos años, para discriminar o clasificar a los aceites 

de oliva en orden a su origen geográfico, varietal y estado de maduración.  

Por otro lado, la tendencia actual es elaborar alimentos encaminados a la prevención de 

enfermedades crónicas, ya que este hecho constituye una mejor estrategia que su tratamiento. 

Considerando los diversos estudios realizados en torno a los beneficios para la salud del AOV 

y de los compuestos antioxidantes, y teniendo en cuenta el potencial de producción de la 

industria oleícola en nuestro país y también que las hojas de olivo y el alperujo suponen una 

pérdida importante para las industrias, se ha puesto a punto un método para la obtención de un 

aceite de oliva enriquecido en compuestos fenólicos de origen vegetal. Con esto se pretende 

aumentar el aprovechamiento de estos subproductos, con la consiguiente revalorización de 

residuos agroalimentarios, pudiéndose aplicar extractos en la producción de alimentos 

funcionales. Todo esto permitirá a la industria oleícola la utilización de una fuente de bajo 

coste para la obtención de compuestos bioactivos, además de un beneficio ecológico debido al 

aprovechamiento de los residuos de las industrias almazareras, y el aumento de la 

competitividad y de la diversificación de las empresas del sector.  

Por tanto se ha planteado como objetivo general el estudio de los parámetros de 

calidad, compuestos fenólicos (liposolubles e hidrosolubles) y propiedades antioxidantes en 
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AOVs elaborados con variedades de aceituna de gran implantación en Extremadura, y la 

influencia que el estado de maduración del fruto ejerce sobre ellos, así como ofrecer una 

alternativa a los subproductos (hoja de olivo y alperujo).  

 

Para la consecución de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos 

específicos:  

 

1.- Estudiar los parámetros de la aceituna relacionados con su comportamiento en la 

obtención del aceite, así como la composición físico-química y la calidad sensorial de 

los AOVs elaborados a partir de los cultivares monovarietales (Arbequina, 

Carrasqueña, Corniche, Manzanilla Cacereña, Morisca, Picual y Verdial de Badajoz) 

en distintos estados de maduración. 

2.- Analizar el perfil cualitativo y cuantitativo de los tocoferoles y compuestos 

fenólicos presentes en los AOVs monovarietales, para conocer su implicación varietal.  

3.- Estudiar la influencia que ejercen los compuestos fenólicos en la estabilidad 

oxidativa y la actividad antioxidante de los AOVs elaborados en distintos estados de 

maduración del fruto. 

4.- Desarrollar un proceso de obtención de un AOV enriquecido en compuestos 

fenólicos extraídos de hojas de olivo y alperujo.  
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            Materiales y Métodos 

III.1. DESCRIPCIÓN DE LA ZONA DE ESTUDIO. 

Localización. 

El estudio se llevó a cabo durante las campaña oleícolas 2011/12 y 2012/13, en un 

olivar experimental (Olea europea, L.) situado en el centro de investigación “Finca La Orden” 

(Badajoz), propiedad de la Consejería de Empleo, Empresa e Innovación del Gobierno de 

Extremadura. Las coordenadas UTM del olivar experimental son x=702192.29 e 

y=4303406.71.  

 

 
Figura III.1. Plano de situación comarcal de la parcela experimental, (http://www.sigpac.magrama.es). 

 
Figura III.2. Localización del olivar experimental, (http://www.sigpac.magrama.es). 
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Materiales y Métodos 

Características del olivar y material vegetal. 

Se emplearon olivos (Olea europea, L.) de las variedades Arbequina, Carrasqueña, 

Corniche, Manzanilla Cacereña, Carrasqueña, Picual y Verdial de Badajoz, de una plantación 

con una superficie total de 1 hectárea plantadas en el año 1998, con marco de plantación 6x6 

m2 y sistema de poda tradicional. El olivar se encontraba en condiciones de no laboreo y la 

maleza era controlada con herbicidas post-emergencia. Los olivos fueron sometidos a riego 

por goteo (4 goteros de 4 l/h por planta), con programación lineal en déficit hídrico al 75% de 

la necesidades hídricas del cultivo de 3582 cm3 agua/ha repartidos del 15 de mayo al 15 de 

septiembre. 

 

Características climáticas. 

El clima de la zona es mediterráneo con influencias atlánticas, debido a su proximidad a 

las costas portuguesas. Los datos meteorológicos proceden de una estación agrometeorológica 

automática situada en el observatorio ubicado en las cercanías de la parcela experimental. 

Dicha estación consta de sensores para medir distintos parámetros climáticos. En la Figura 

III.3 se recogen los valores de precipitación mensual (P) y temperatura media (Tm) en las dos 

campañas de estudio. 

  

Figura III.3. Climodiagramas de la zona de estudio: P (mm) y Tm (ºC) durante las campañas 2011/12 y 

2012/13, (http://sw-aperos.juntaex.es/redares/). 

 

Durante las dos campañas estudiadas, la temperatura media anual fue de 15,6 y 15,7 ºC 

respectivamente. Las temperaturas mínimas absolutas estuvieron comprendidas entre -7,4 y -

1,7 ºC en los meses de febrero y las máximas absolutas entre 40,7 y 39,1 ºC en a gosto. Las 
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precipitaciones medias de ambas campañas fueron de 404 y 501 mm respectivamente, y se 

distribuyeron mayoritariamente fuera de la estación veraniega. Destacaron por sus mayores 

cuantías las precipitaciones de noviembre en la primera campaña y las de noviembre y marzo 

en la segunda. 

 

Características edafológicas del suelo. 

La Tabla III.1 recoge los valores medios de las características físico-químicas de los 

horizontes del perfil de suelo a partir de muestras tomadas cada 30 cm en la parte noreste y 

suroeste del ensayo. Los análisis fueron realizados en el Laboratorio Agroalimentario de 

Extremadura. No existe ninguna limitación edáfica física ni química para el desarrollo normal 

del cultivo en la parcela experimental de estudio.  

El suelo donde se desarrolla el estudio es típico de las Vegas del Guadiana, con un 

perfil uniforme, poco diferenciado. De acuerdo con la Taxonomía de Suelos (Staff , 2006), 

este suelo se encuentra en la orden de los Entisoles, suborden Orthent porque carecen de de 

horizontes de diagnóstico identificables, y en el Gran Grupo Xerorthent, por su característica 

diferencial “Xeric”. En general, estos suelos son ligeramente lixiviados, con escaso calcio y 

con baja capacidad de adherencia. El suelo superior tiene un cierto contenido de humus, 

mientras que el suelo inferior es pobre y tiene también un bajo contenido de nitrógeno. 

Del análisis físico se obtiene una textura de tipo Franco, sin estructura diferenciada; 

donde el laboreo, unido a la sequedad hace que se formen agregados en forma de terrones. 

Además se detecta un cambio en las características a los 90 cm en la zona Sureste, con 

presencia de una lámina de suelo de mayor contenido en arcillas.  

Los valores de pH se sitúan con un valor promedio de 6,33, considerándose un suelo 

ácido, aunque muy cercano a la neutralidad que se fija entre 6,5 y 7,5. La conductividad es 

baja, no suponiendo por tanto limitación alguna para la producción agrícola. Estos niveles 

indican una baja saturación de bases, lo que se confirma con los valores de capacidad de 

intercambio catiónico (C.I.C.). Los valores de sodio y potasio están bajos, por lo que se 

recomienda aportar estos elementos para aumentar sus niveles y conseguir de este modo una 

compensación nutricional en las plantas. Los perfiles inferiores son más ricos en cationes, 

sobre todo potasio, calcio y magnesio asimilable. El porcentaje de nitrógeno total es bajo, 

siendo esto normal en suelos con la granulometría obtenida, indicando esto que se mineraliza 

rápidamente, aumentando este fenómeno normalmente con el riego. El contenido de nitrógeno 

es similar en todos los perfiles y la capacidad de intercambio catiónico se puede considerar 
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como media-baja en su conjunto, debido al predominio de arena sobre arcilla, siendo mayor 

en las capas más profundas. En general, la proporción entre componentes texturales está 

bastante equilibrada, con aceptable aptitud agrícola, así como aireación y retención de agua.  

 

Tabla III.1. Características edafológicas de la parcela experimental.  

 
Laboratorio Agroalimentario de Extremadura. 

 

III.2. DISEÑO EXPERIMENTAL. 

El diseño utilizado para la selección de los árboles de la plantación a muestrear fue en 

bloque al azar, con tres repeticiones por variedad (1-7) lo que supuso un total de 21 bloques 

(Figura III.4). Cada bloque estaba formado por tres olivos, suponiendo un total de 9 olivos 

para cada variedad (1-9). El hecho de tomar todas las muestras del mismo olivar y bajo las 

mismas condiciones experimentales, permitió estudiar el efecto “variedad” y “estado de 

maduración” en los parámetros de estudio de los aceites elaborados de aceitunas, en las 

mismas condiciones geográficas y bajo las mismas condiciones agronómicas y 

pedoclimáticas. Este diseño se mantuvo para los dos años de ensayo y ha constituido la base 

experimental. 

30 60 90 30 60 90

Elem gruesos (%) 9,9 8 6,7 10,6 11,7 8,6

Arena (%) 41,5 48,1 35,5 46,1 45,2 34,2

Arcilla (%) 21,1 20,1 26,3 21,3 23,1 28,4

Limo (%) 37,4 31,8 38,2 30,4 31,7 37,5

Franco Franco Franco Franco Franco Franco-arcilloso

19,8 18,5 22,2 18,8 19,9 23,1

10,8 10,0 12,4 10,2 10,9 12,9

9,0 8,5 9,9 8,6 9,0 10,2

6,09 6,08 6,63 6,46 6,31 6,41

0,053 0,06 0,058 0,024 0,057 0,065

1,4 1,4 0,9 1,5 1,3 1,1

21 43 15 23 22 18

0,47 0,6 0,72 0,46 0,52 0,58

0,15 0,16 0,26 0,16 0,15 0,21

5,37 4,95 7,59 5,58 4,57 7,8

2,45 2,09 2,79 2,5 2,05 3,21

8,93 9,65 13,03 8,94 10,2 12,7

0,24 0,32 0,37 0,27 0,26 0,32

0,063 0,061 0,041 0,07 0,059 0,051

13,0 13,4 12,8 12,5 12,8 12,5

Fosforo asimilable (met. Olsen) (ppm) 

Sodio, Na
+ 

(meq/100 g)

ANÁLISIS FÍSICO

TEXTURA

Textura

Capacidad de campo (%)

Materia orgánica oxidable (%)

Sureste

PROFUNDIDAD

Noreste

Pto de marchitamiento (%)

Cap útil de almacenamiento

ANÁLISIS QUÍMICO DEL SUELO

pH en agua 1:2,5

Conductividad eléct. 1:5 a 20ºC (mmhos/cm)

Nitógeno total (ppm)

Relación C/N

Potasio, K
+
 (meq/100 g)

Calcio, Ca
2+

 (meq/100 g)

Magnesio, Mg
2+

 (meq/100 g)

Capacidad de inter. Catiónico (meq/100 g)

Caliza activa (%)

Caliza total (%)
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3.3. TOMA DE MUESTRAS DE ACEITUNAS Y HOJAS DE OLIVO. 

Durante las campañas 2011/12 y 2012/13 se realizaron tres muestreos de aceitunas en 

tres estados de maduración del fruto, en cada uno de los 21 bloques, constatándose un total de 

63 muestras por campaña (3 bloques x 7 variedades x 3 estados de maduración). Además, en 

la campaña 2012/13 se recogieron muestras de hojas de olivo (Olea europea, L.), de la 

variedad Arbequina, procedente del mismo olivar experimental. 

Se recogieron, mediante la técnica manual de ordeño, 6 kg de aceituna por variedad y 

estado de madurez en cada bloque experimental desde finales del mes de septiembre hasta 

mediados del mes de febrero en las dos campañas de estudio (Tabla III.2). Los muestreos se 

realizaron por la mañana, tomando muestras al azar en diferentes zonas de la parte central del 

árbol. Las muestras fueron depositadas en cajas de plástico perforadas que permiten la 

ventilación, evitan el aplastamiento y el inicio de procesos biológicos por la microflora 

presente, para así mantener la calidad de los frutos hasta su llegada al laboratorio en las 

instalaciones del CYCITEX (Instituto Tecnológico Agroalimentario de Extremadura, 

INTAEX), situado en Badajoz. Los lotes de aceitunas se conservaron en cámaras frigoríficas 

(4ºC) para evitar el deterioro metabólico, además las cajas se separaron para favorecer el paso 

del aire entre ellas, y así mejorar la ventilación. Todos los aceites fueron elaborados en un 

periodo máximo de 48 h.  

Tabla III.2. Fecha de toma de muestras. 

 

Del mismo modo, en la campaña 2012/13 se cogieron hojas de olivo de la variedad 

Arbequina en el mismo olivar experimental, y en las instalaciones del INTAEX se envasaron 

en bolsas de plástico a vacío (Gustav Müller VS 100, Alemania) para su conservación a -80 

ºC hasta el momento del estudio. 

 

III.4. ELABORACIÓN DEL ACEITE Y OBTENCIÓN DEL ALPEORUJO.  

A partir de las aceitunas recolectadas de los cultivares Arbequina, Carrasqueña, 

Corniche, Manzanilla Cacereña, Morisca, Picual y Verdial de Badajoz, en los tres estados de 

maduración, se obtuvieron los AOVs monovarietales mediante el Analizador de Rendimiento 

de aceitunas ABENCOR serie 100 (MC2 Ingeniary sistemas, Sevilla, Spain) (Martínez et al., 

1975). El equipo consta de tres elementos básicos: un molino de martillos, una termobatidora 

Campaña oleícola Verde (IM<2) Envero (IM=2-3) Maduro (IM>3)

2011/2012 22 sep. - 11 oct. 27 oct. - 23 nov. 25 nov. - 15 feb.

2012/2013 08 - 22 oct. 29 oct. - 21 nov. 10 dic. - 29 ene.
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y una centrífuga de pastas, además de una serie de elementos auxiliares (Figura III.5). En 

primer lugar, la materia prima se limpió eliminando los posibles restos de partes vegetales y 

elementos extraños que pudieran acompañar a las aceitunas. Una vez limpias, el 

procedimiento experimental que se utilizó consistió en molturar las aceitunas en el molino de 

martillos. A continuación, se homogenizó la pasta obtenida y se procedió a efectuar su batido 

en cazos de acero inoxidable, en cada uno de los cuales se pesaron aproximadamente 600 g de 

pasta, durante un tiempo estándar de 20 min a 28 ºC, con adición de 10 g de coadyuvante 

natural (microtalco). Seguidamente se añadieron 100 ml de agua caliente (80ºC) con objeto de 

agregar la corriente oleosa formada y se continuó batiendo 10 min más. A continuación se 

sometió la pasta a centrifugación y se recogió la fracción oleosa en una probeta graduada. Con 

el fin de recuperar la máxima cantidad del aceite retenido en la pasta, se añadieron 100 ml de 

agua caliente y se centrifugó de nuevo. Una vez separado de sus aguas de vegetación por  

decantación, el aceite se llevó a un recipiente adecuado y se filtró a través de papel “jarabe”. 

El aceite filtrado se recogió en botellas de vidrio de color topacio y se almacenó en oscuridad 

a 4 ºC hasta el momento de la realización de los análisis (Figura III.6).  

 

 

 

 

 

 

Figura III.5. Elementos básicos del equipo ABENCOR. 

 

 

 

 

  

Figura III.6. Separación por decantación y envasado de AOV. 

El alperujo resultó de la mezcla del alpechín obtenido en la fase líquida y el orujo 

obtenido en la fase sólida. Las muestras de alperujo de la variedad Arbequina en la segunda 
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campaña de estudio se envasaron en bolsas de plástico a vacío (Gustav Müller VS 100, 

Alemania) para su conservación a -80 ºC hasta el momento del estudio.  

 

III.5. DETERMINACIONES EN ACEITUNAS. 

III.5.1. Índice de madurez. 

El índice de madurez de las aceitunas fue determinado de acuerdo con la metodología 

desarrolla por Uceda y Frías (1975) y recogida posteriormente por Hermoso et al. (1991), 

basada en la evaluación del color de la piel y la pulpa de aceituna (Figura III.7). Para ello, se 

homogenizó la muestra recibida en el laboratorio y se separaron aleatoriamente 100 frutos, 

clasificándolos en las siguientes categorías:  

0: Piel verde intenso. 

1: Piel verde amarillento.  

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

3: Piel rojiza o morada en más de la mitad del fruto. Final de envero.  

4: Piel negra y pulpa blanca.  

5: Piel negra y pulpa morada sin llegar a la mitad de la pulpa.  

6: Piel negra y pulpa morada sin llegar al hueso.  

7: Piel negra y pulpa morada totalmente hasta el hueso.  

 

Figura III.7. Índice de madurez. 

El índice de madurez (IM) es el sumatorio del número de frutos de cada categoría por el 

valor numérico de su categoría dividido por 100. Siendo A, B, C, D, E, F, G y H el número de 

frutos integrados en los grupos 0 a 7, el índice de madurez es: 

  

                                                  

0 1 2 ... 7
100

Ax Bx Cx HxIM    
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La determinación se realizó por duplicado y el índice de madurez de las aceitunas se 

calculó como la media de las dos medidas.  

 

III.5.2. Rendimiento graso de la pasta de aceituna.  

El rendimiento graso total, o contenido de aceite de una muestra de aceituna, se 

determinó por el método Soxhlet. La masa de aceituna, desecada y pesada, se introdujo en un 

cartucho de extracción que se colocó dentro del cuerpo del extractor Soxhlet (Figura III.8.). La 

materia grasa se extrajo durante 5 h utilizando hexano como disolvente. Finalmente se retiró e l 

cartucho quedando en el matraz la grasa extraída de la pasta de aceituna (Norma UNE 55.030). 

Los cartuchos se llevaron a estufa a 50 ºC donde permanecieron durante 1 h con el fin de 

eliminar el disolvente residual, luego fueron pesados en un granatario. Por otro lado, los 

matraces que contienen la materia grasa, fueron llevados a rotavapor a 40 ºC para eliminar 

restos de hexano, seguidamente se metieron en estufa a 50 ºC durante media hora y finalmente 

se pesaron en el granatario.   

  

Figura III.8. Extractor Soxhlet y matraces con la grasa extraída.  

La riqueza grasa referida a materia seca (RGSS) y a materia húmeda (RGSH) se calculó 

de dos formas diferentes: 

 

 

 

1 2(%) 100
P P

RGSH
Ph


  3 4(%) 100

P P
RGSH

Ph


 

1 2(%) 100
P P

RGSS
Ps


  3 4(%) 100

P P
RGSS

Ps
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Donde: 

P1= peso del filtro+masa desecada, en gramos,  

P2= peso filtro+masa desecada y extractada, en gramos, 

P3= peso del matraz en gramos, 

P4= peso del matraz+grasa extraída, en gramos,  

Ps= peso de filtro+masa desecada, en gramos,  

Ph= peso de filtro+masa sin desecar, en gramos.  

Cada determinación se realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media 

aritmética de las dos medidas, para cada procedimiento de cálculo. Finalmente, los valores de 

RGSH (%) y el RGSS (%) se dieron como media aritmética de los valores obtenidos por las 

dos fórmulas anteriores para cada caso.  

 

III.5.3. Rendimiento graso mediante el sistema Abencor.  

El rendimiento graso de las aceitunas se ha determinado mediante el sistema Abencor, 

según el procedimiento descrito por Martínez et al. (1975). Una vez se ha separado por 

decantación el AOV obtenido por sistema Abencor (apartado III.4), se anotó el volumen del 

mismo.  

Su valor se obtiene aplicando la siguiente fórmula: 

 

siendo: 

V, volumen de aceite obtenido (ml),  

P, cantidad de pasta de aceituna utilizada (g).  

La determinación se realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media 

aritmética de las dos medidas. 

III.5.4. Grado de extractabilidad. 

La extractabilidad del proceso se calculó como el porcentaje de aceite extraído respecto 

del total contenido. Este parámetro nos da información del tipo de pasta de aceituna con la 

que vamos a trabajar, y su mayor o menor capacidad de liberar el aceite que contiene.  

 

. 
91,5 

. 
 x V 

P 
 Rendimiento Abencor (%) 

. ..  x 100 
% 

Grado de extractabilidad  
RGSH 

 % Rendimiento Abencor 
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La determinación se realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media aritmética 

de las dos medidas. 

 

III.5.5. Humedad. 

La humedad de la masa de aceituna (H) se determinó siguiendo la Norma UNE 55.020. 

Para ello, se pesaron en granatario (Gram precisión, SV-3100C) 40 g de pasta de aceituna, en 

un plato metálico cubierto con papel de filtro y previamente pesado. La pasta se secó en estufa 

(Memmert, Schwabach) de convección forzada a 100 ºC hasta pesada constante. Finalmente, 

se calculó la humedad de la pasta por su pérdida de peso (Figura III.9). 

  

Figura III.9. Pasta de aceituna pesada en granatario. Mues tras de pasta frescas (izquierda) y secas (derecha) 

dentro de la estufa. 

La humedad de la masa de aceituna, expresada en tanto por ciento, se determinó 

mediante la fórmula: 

 

 

siendo:  P0= plato+filtro de papel, en gramos, 

  P1= plato+filtro de papel+muestra, en gramos,  

  P2= plato+filtro de papel+muestra seca, en gramos.  

La determinación se realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media aritmética 

de las dos medidas. 

 

III.5.6. Estado sanitario. 

Se determinó el estado sanitario de las aceitunas separando aleatoriamente 100 frutos y 

clasificándolos según estén sanas o no sanas. Estas últimas pueden presentar algunas de las 

1           2  

0 
100 Humedad= 

P    P 

 
 

 

P    P 
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siguientes incidencias:  

- Atacadas por mosca: frutos con picadura de mosca del olivo (Bactrocera oleae, 

L.) y larva en su interior.  

- Otros: se toma nota de otras incidencias observadas como heladas, ataque de 

cochinillas y presencia de proliferación de hongos y/o bacterias con inicio de 

podredumbre del fruto. También se cuantificó la presencia de aceitunas golpeadas en 

mayor o menor intensidad y/o aplastadas por los procesos de recolección y transporte.  

En todos los casos se contabilizaron el número de frutos “sanos” y “no sanos” con una o 

varias de estas incidencias y los resultados se expresaron en %. Todas las determinaciones se 

realizaron por duplicado, tomando como resultado la media aritmética de las dos medidas.  

 

III.6. DETERMINACIONES ANALÍTICAS EN AOV. 

III.6.1. Grado de acidez. 

El grado de acidez de un aceite, o acidez libre, es el contenido en ácidos grasos libres 

presentes en el aceite, expresados en tanto por ciento en peso de ácido oleico según el 

Reglamento (CEE) nº 2568/91, anexo II, y sus modificaciones posteriores en el Reglamento 

(CEE) nº 183/93 y Reglamento (CE) nº 702/2007. Se determinó mediante valoración de los 

ácidos grasos libres en la muestra de aceite disuelta previamente en éter etílico-etanol 95 % 

(1:1, v/v), con disolución etanólica valorada de hidróxido potásico 0,1 M o, en caso necesario, 

0,5 M, utilizando fenolftaleína en etanol 95 % (v/v) como indicador.  

El grado de acidez se determina a partir de la siguiente expresión: 

 

 

siendo: 

V, volumen de la solución valorada de KOH utilizada (ml),  

c, concentración exacta de la solución de hidróxido potásico utilizada (M), 

M, peso molecular del ácido en que se expresa el resultado (ácido oleico = 282), 

P, peso de la muestra de aceite (g).  

 ....  
10  x P 
 

Grado de acidez, GA (% ácido  oleico)=  
V x c x M 
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La determinación se realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media aritmética 

de las dos medidas. 

 

III.6.2. Índice de peróxidos. 

El índice de peróxidos es la cantidad (expresada en miliequivalentes de oxígeno activo 

por kg de aceite) de peróxidos en la muestra que ocasionan la oxidación del yoduro potásico en 

las condiciones de trabajo descritas, (Reglamento (CEE) nº 2568/91 anexo III).  

La muestra problema, disuelta en ácido acético glacial y cloroformo, se trató con una 

solución acuosa saturada de yoduro potásico. El yodo liberado se valora con solución valorada 

de tiosulfato sódico (0,002 ó 0,01 N) utilizando una solución acuosa de almidón (10 g/l) como 

indicador. 

El índice de peróxidos del aceite se calcula a partir de la expresión: 

 

siendo: 

V, volumen de disolución de tiosulfato empleado en la valoración (ml),  

V0, volumen de la misma disolución utilizado en el ensayo en blanco (ml),  

N, normalidad exacta de la disolución de tiosulfato sódico empleada (N), 

P, peso de la muestra de aceite (g).  

La determinación se realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media aritmética 

de las dos medidas. 

 

III.6.3. Prueba espectrofotométrica en el ultravioleta. 

La prueba espectrofotométrica en el ultravioleta de la muestra disuelta en ciclohexano 

se ha determinado según el Reglamento (CEE) nº 2568/91 Anexo IV y la modificación 

posterior del Reglamento (CEE) nº 183/93, utilizando el espectrofotómetro de la marca 

Agilent, modelo 8453 (Figura III.10). 

 

0( ) 0
.

1
.

00V V N
Indice de peróxidos

P
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Figura III.10. Espectrofotómetro Agilent 8453 UV-Vis ible. 

La determinación se hizo pesando alícuotas de 0,25 g de aceite, disolviéndolas con  

ciclohexano y diluyendo finalmente hasta el enrase en matraces aforados de 25 ml. De estas 

disoluciones se tomaron alícuotas de 2 ml y se diluyeron hasta el enrase con ciclohexano en 

matraces aforados de 10 ml. 

El coeficiente de extinción a una longitud de onda λ se calculó a partir de la expresión: 

     

siendo: 

Kλ , extinción específica a la longitud de onda λ, 

A, absorbancia medida a la longitud de onda λ,  

c, concentración de la disolución (g por 100 ml),  

e, espesor de la cubeta (cm) 

Para determinar el ∆K: 

 

La determinación se realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media aritmética 

de las dos medidas. 

 

 

 

K 
c x e 

   
A 

266 274
270 2

K K
K K
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III.6.4. Evaluación sensorial. 

La evaluación sensorial de las muestras de AOV fue realizada por un panel de jueces 

con larga experiencia en el análisis sensorial de alimentos para la investigación y control de 

calidad (ISO 8586-2.2008). El número de catadores fue de 12 jueces de ambos sexos 

(equilibrados) y edades comprendidas entre 25 y 55 años. Las evaluaciones se llevaron en las 

cabinas de pruebas individuales de la sala de catas (ISO 8589.2007). La metodología utilizada 

y la ficha de cata (Figura III.11) fueron las descritas según el Reglamento (CE) nº 640/2008 

de la Comisión de 4 de julio de 2008 que modifica el Reglamento (CEE) nº 2568/91 Anexo 

XII, relativo a las características de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva y 

sobre sus métodos de análisis. Las muestras fueron catadas a 28 ± 2 ºC, evaluando los 

atributos positivos y negativos con una valoración de intensidades en una escala estructurada 

de 0 a 10 puntos. El estimador de los resultados fue la mediana. Finalmente se clasificaron los 

AOVs en las siguientes categorías: 

Aceite de Oliva Virgen Extra: Md = 0 y Mf > 0.  

Aceite de Oliva Virgen: Md ≤ 3,5 y Mf > 0.  

Aceite de Oliva Lampante: Md > 3,5 o Md ≤ 3,5 y Mf = 0. 

 

Donde: 

Md significa mediana del defecto 

Mf mediana del frutado. 

La determinación se realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media aritmética 

de las dos medidas. 
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Figura III.11. Ficha de cata para la evaluación organoléptica del AOV, (ME-02-8, INTAEX) 
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III.6.5. Índice de amargor. 

El índice de amargor se determinó según el método propuesto por Gutierrez et al. 

(1992) empleando un espectrofotómetro Agilent 8453 con una cubeta de 1 cm de paso óptico. 

 

El procedimiento analítico consiste en pesar 1,00 ± 0,01 g de muestra de aceite de 

oliva en un matraz de corazón de 25 ml, disolver con 2 ml de hexano y extraer los compuestos 

amargos de la muestra de aceite utilizando una columna de extracción en fase sólida del tipo 

C18 (fase reversa), estos compuestos se eluyen de la columna con 25 ml de metanol-agua 1:1 

(v/v) y a continuación se mide la absorbancia del extracto en el espectrofotómetro a 225 nm, 

utilizando metanol-agua (v/v) como blanco. 

 

Por definición, el parámetro K225 es la absorbancia de un extracto obtenido a partir de 

1 g de aceite en 100 ml de disolvente de elución en las condiciones descritas, por lo tanto: 

 

 

Donde P es la cantidad de muestra expresada en g, A225 la absorbancia del extracto 

medido a 225 nm y V el volumen de extracto obtenido en ml.  

 

El índice de amargor (IB), resulta de la siguiente expresión: 

 

                     IB= (13,3 x K225)-0,837 

 

III.6.6. Compuestos fenólicos totales. 

Esta determinación se realizó por el método propuesto por Montedoro et al. (1992). Esta 

determinación analítica consiste en la extracción de los compuestos fenólicos de la muestra 

con una mezcla de metanol-agua, y posterior reacción de una alícuota del extracto con el 

reactivo de Folin-Ciocalteau y medida de la absorbancia de los compuestos azules formados. 

La concentración de los compuestos fenólicos en el aceite (mg·kg-1) se calculó por 

interpolación a partir de una recta de calibrado previamente preparada en la mismas 

condiciones utilizando ácido cafeico como patrón.  

K225 
  100 x P 

 
 

 
A225  x V 

99



Materiales y Métodos 

Para la extracción de los compuestos fenólicos de cada aceite analizado, se pesó con 

precisión una alícuota de 10 g de muestra y se disolvió en 75 ml de hexano. Esta disolución se 

pasó a un embudo de decantación y se realizaron tres extracciones consecutivas con alícuotas 

de 20 ml de metanol-agua 60:40 (v/v), agitando vigorosamente durante 2 min. Tras cada 

extracción, la mezcla se dejó en reposo hasta que las fases se separaron (Figura III.12), y los 

tres extractos metanólicos se recogieron en un mismo matraz aforado de 100 ml que se enrasó 

con agua destilada.  

 

Figura III.12. Ext racción de ext racto fenólico.  

 

En la segunda parte se tomaron 2 ml del extracto fenólico y se llevaron a un matraz 

aforado de 50 ml en el que también se añadieron 15 ml de agua destilada y 1 ml de reactivo de 

Folin-Ciocalteau. El matraz se tapó y agitó, dejándolo finalmente en reposo durante 3 

minutos. Se añadieron 2 ml de carbonato sódico saturado (Figura III.13). Transcurrida una 

hora en la oscuridad, se midió la absorbancia en una cubeta de 1 cm de paso óptico a 725 nm, 

frente a un blanco que se preparó de la misma forma pero sin añadir extracto fenólico (Figura 

III.14). 

100



   Materiales y Métodos 

  

 

 

Figura III.13. Reacción con Folin-Ciocalteau. 

 

Figura III.14. Espectrofotómetro Agilent 8453. 

 

La concentración de compuestos fenólicos en el extracto (Cef), expresada en mg·l-1, se 

determinó interpolando en una recta de calibrado obtenida en las mismas condiciones a partir 

de disoluciones de patrón de ácido cafeico en concentraciones comprendidas entre 5 y 75 

mg·l-1. El contenido en compuestos fenólicos totales de la muestra de aceite, Ca, se expresa en 

mg·kg-1de ácido cafeico y se calcula a partir de la expresión: 

 

donde Cef es la concentración de compuestos fenólicos expresados como ácido cafeico 

en el extracto (mg·l-1) y P es el peso de muestra empleado en la determinación (g). 

 

 

 

100
 a efC C

P
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III.6.7. Estabilidad oxidativa. 

Para la evaluación de la estabilidad oxidativa se ha empleado un equipo Rancimat 743 

(Metrohm) (Figura III.15.) en el cual la oxidación tiene lugar con saturación de oxígeno y a 

temperatura elevada. La estabilidad oxidativa se evaluó midiendo el periodo que tardan en 

producirse compuestos volátiles polares como consecuencia del inicio de la oxidación 

secundaria de las grasas, el cual se denomina periodo de inducción y se mide en horas. La 

medida proporcionada por este equipo se basa en la detección conductimétrica de los 

productos de descomposición de los hidroperóxidos, principalmente ácidos orgánicos de 

cadena corta. 

El equipo consta de dos bloques calefactores, que permiten establecer temperaturas de 

oxidación de hasta 500 ºC, y tienen capacidad para ocho tubos de reacción cada uno. Para 

acelerar el proceso de oxidación se hace pasar por la muestra de aceite un flujo de aire. Este 

aire, a la vez que proporciona el oxígeno necesario para la oxidación, arrastra los compuestos 

volátiles formados durante el proceso y los conduce a un frasco que contiene agua y una 

célula que mide constantemente la conductividad del agua. Cuando se inicia la 

descomposición de los hidroperóxidos, es decir, las reacciones de oxidación secundaria, se 

desprenden una serie de compuestos volátiles, principalmente ácido fórmico, que se disuelven 

en el agua desionizada, dando lugar a un aumento de la conductividad. El punto de inflexión 

de la curva de conductividad, denominada curva de oxidación, define el periodo de inducción 

del proceso de oxidación de la muestra. Dicho punto es la intersección de la línea base con la 

tangente a la curva trazada cuando se produce un brusco aumento de la conductividad.  

El procedimiento analítico empleado consiste en pesar alícuotas de 2,5 g de aceite en el 

los tubos de reacción, introducirlas en el bloque de calentamiento, previamente calentado a la 

temperatura de trabajo, conectar la toma de aire al aparato y la salida de aire a los frascos 

donde se encuentran alojadas las correspondientes células de medida de la conductividad. Las 

condiciones de trabajo empleadas para el AOV fueron una temperatura de 100 ºC y un caudal 

de aire de 10 l·h-1, según el método propuesto por Gutiérrez (1989). La determinación se 

realizó por duplicado. Se tomó como resultado la media aritmética de las dos medidas.  
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Figura III.15. Equipo Rancimat 743 (Metrohm).  

 

III.6.8. Tocoferoles. 

Los tocoferoles se determinaron por cromatografía líquida de alta resolución, según el 

método de la IUPAC 2.432. El procedimiento analítico consiste en pesar  alícuotas de 2,5 g de 

aceite, disolver con hexano para HPLC y enrasar finalmente con dicho disolvente en matraces 

aforados de 5 ml, inyectando finalmente volúmenes de 10 µl en el cromatógrafo. Los 

tocoferoles estudiados se cuantificaron por interpolación del área del pico correspondiente en 

rectas de calibrado obtenidas en las mismas condiciones experimentales, a partir de 

disoluciones patrón preparadas en hexano inmediatamente antes de su uso. 

El equipo empleado para la separación y cuantificación de los tocoferoles fue un HPLC 

Agilent 1100 equipado con una columna de relleno Lichrosorb Si-60 de 5 μm (250x4.6 mm) y 

un detector de fluorescencia. La fase móvil utilizada fue una mezcla de n-hexano-isopropanol-

etanol (98.5:1.0:0.5, v/v) a un flujo de 1ml/min y la temperatura de la columna se fijón en 30  

ºC. Para la detección de los tocoferoles mediante fluorescencia se emplea una longitud de 

onda de excitación de 290 nm y una longitud de onda de emisión de 330 nm (Figura III.16).  

La concentración de cada uno de los tocoferoles en el aceite (C en mg·kg-1) se calculó a 

partir de la siguiente expresión: 

 
 

pC V
C

P
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donde Cp es la concentración de cada tocoferol en la disolución de aceite calculada a 

partir de la recta de calibrado (mg·l-1), V es el volumen del matraz donde se prepara la 

disolución de aceite (ml) y P es el peso de aceite empleado (g).  

 

Figura III.16. Cromatograma obtenido en la determinación de tocoferoles de un aceite de oliva 

monovarietal. (I) α-tocoferol; (II) β -tocoferol y (III) γ-tocoferol. 

 

III.6.9. Extracción, análisis y cuantificación de compuestos fenólicos. 

La extracción, análisis y cuantificación de compuestos fenólicos se realizó de acuerdo 

con el procedimiento propuesto por Mateos et al. (2001) con modificaciones. Así, en primer 

lugar, se extrajo la fracción fenólica del aceite mediante extracción en fase sólida (SPE) y 

posteriormente se procedió a su análisis cromatográfico a través de una columna C18, 

empleando como sistema de detección la absorción en el ultravioleta. La cuantificación se 

llevó a cabo mediante calibrado con el método de patrón externo, corregido con pa trón 

interno, utilizándose para ello los ácidos p-hidroxifenilacético (PHFA) y o-cumárico (Sigma 

Chemical Co.)  

Para la obtención del extracto fenólico (Figura III.17) se tomaron alícuotas de 2,5 g de 

muestra, y se añadieron 250 μl de disoluciones (50 y 10 mg·l-1) de PHFA y ácido o-cumárico 

respectivamente, en metanol. Las disoluciones se  llevaron a un rotavapor a temperatura 

ambiente y a vacío durante 4 minutos con el fin de eliminar el disolvente. Posteriormente, el 

aceite se disolvió en 6 ml de hexano y se pasó por una columna de extracción en fase sólida, 

con un volumen de 3 ml y un relleno de 0,5 g de fase Diol (Isolute), que previamente fue 

acondicionada con 6 ml de metanol (3 ml x 2) y 6 ml de hexano (3 ml x 2). A continuación, la 

columna SPE se lavó con 6 ml de hexano (3 ml x 2) y 4 ml de hexano-acetato de etilo 85:15 

(v/v) (2 ml x 2), a fin de eliminar del cartucho restos de grasa (eluidos con n-hexano) y 

compuestos con menor polaridad que los fenoles (eluidos con acetato de etilo) que pudieran 

contaminar el extracto. 

I 

II III 
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Figura III.17. Ext racción de compuestos fenólicos por SPE.  

La elución de los compuestos fenólicos de interés retenidos en el cartucho se realizó con 

15 ml de metanol P.A. (3 ml x 5) y fueron recogidos en un matraz de corazón. A 

continuación, el extracto fenólico se llevó a sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente 

y a vacío durante 9 minutos. Una vez concentrado hasta sequedad, el residuo se disolvió en 

250 μl de metanol-agua 50:50 (v/v), para su posterior análisis cromatográfico.  

La separación y detección de los fenoles del AOV se realizó en un equipo HPLC 

Agilent series 1200 con detector ultravioleta-visible de diodos (DAD), mientras que la 

confirmación de la asignación de los picos se llevó a cabo en un equipo HPLC-ESI-MS, 

utilizando un cromatógrafo de líquidos Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Alemania) equipado con una columna de resolución rápida, Zorbax Eclipse 

XDB-C18 (4,6 mm × 50 mm) con tamaño de partícula de 1.8 µm, desgasificador de 

disolventes 1100, bomba cuaternaria 1100, muestreador automático 1260 Infinity, termostato 

1290 Infinity (temperatura de trabajo, 15 ºC), horno para la columna 1200, detector UV-

visible en serie de diodos (DAD) 1100, detector fluorescente de barrido rápido (FLD) 1100 y 

detector de espectrometría de masas de simple cuadrupolo 6120 con fuente de ionización por 

electrospray (ESI). Este detector consta de nitrógeno como gas nebulizador. Todo el sistema 

está controlado por el software HP ChemStation (Rev. B.04.01., Agilent Technologies), que 

también se utiliza para la adquisición de los datos y su análisis. Los voltajes del fragmentador 

y del capilar se fijaron en 75 y 2500 V, respectivamente, porque proporcionaban mejor 

sensibilidad. Así mismo, con el fin de conseguir una ESI estable, la presión del nebulizador se 

fijó en 20 psig y el flujo y la temperatura del gas de secado en 10 L·min-1 y 300 ºC, 

respectivamente. La columna utilizada fue una Zorbax SB-C18 con tamaño de partícula 5 μm 

y dimensiones 250 x 4,6 mm (AgilentTecnologies, USA). La temperatura de análisis fue de 

30 ºC,  el volumen de inyección fue de 20 μl y el flujo de 1,0 ml·min-1. La separación de los 
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fenoles se logró mediante una elución en gradiente con una mezcla de agua-ácido acético 95:5 

(v/v), metanol y acetonitrilo, como se describe en la Tabla III.3.  

Tabla III.3. Gradiente de disolventes empleado en la separación cromatográfica de compuestos fenólicos. 

Tiempo (min) (%) Agua-ácido acético 95:5 (%) Metanol (%) Acetonitrilo Flujo (ml/min) 

0  95,0 2,5 2,5 1,0 

50 34,0 33,0 33,0 1,0 
52 0,0 100,0 0,0 1,0 

65 0,0 100,0 0,0 1,0 
68 95,0 2,5 2,5 1,0 
72 95,0 2,5 2,5 1,0 

Los cromatogramas se obtuvieron a las longitudes de onda de 240, 280 y 335 nm. Todos 

los compuestos se cuantificaron a 280 nm a excepción de los ácidos fenólicos cafeico y 

ferúlico, y las flavonas luteolina y apigenina que se cuantifican a 335 nm. La longitud de onda 

de 240 nm se usó únicamente con fines cualitativos.  

En la Figura III.18 se muestran cromatogramas típicos de los compuestos fenólicos que 

se pueden encontrar en un AOV, a longitud de onda de 280 y 335 nm. La identificación de los 

compuestos fenólicos se realizó por comparación de los tiempos de retención, características 

de absorción en el UV-Vis y espectros obtenidos mediante LC-MS de sustancias estándar. El 

acetato de hidroxitirosol y los derivados secoiridoides de hidroxitirosol y tirosol, de los que 

no se disponía patrón de referencia, se identificaron mediante sus características UV-Vis y sus 

espectros de masas.  
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Figura III.18. Cromatogramas de los compuestos fenólicos del AOV. 1, h idroxitirosol (3,4 DHPEA); 2, tirosol 

(p-HPEA); P.I.(1), ácido p-h idroxifen ilacét ico (patrón interno); 3, ácido vaníllico; 4, vanillina; 5, ácido p-

coumarico; 6, 3,4-DHPEA-AC (acetato de hidroxitirosol); P.I.(2), ácido o-cumarico; 7, 3,4-DHPEA EDA (forma 

dialdehídica del ácido elenoico unido al hidroxit irosol); 8, p inoresinol; 9, 1-acetoxip inoresinol; 10, p-HPEA-

EDA (forma dialdehídica del ácido elenoico unido al t irosol); 11, 3,4-DHPEA-EA (forma aldehídica del ácido 

elenoico unida al hidroxit irosol); 12, p-HPEA-EA (forma aldehídica del ácido elenoico unida al tirosol); 13, 

ácido cafeico; 14, ácido ferúlico; 15, luteolina; 16, ap igenina. 

 La Tabla III.4 recoge los valores de λmax, así como la relación masa/carga (m/z) del ión 

objetivo para cada uno de los compuestos fenólicos identificados en el aceite de oliva, que 

resultó ser el correspondiente a la pérdida de un protón [M-H]- y, en el caso del 4HB se 

utilizó, además, el ión [M-COOH]-.  
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Tabla III.4. Condiciones para la detección UV-Vis y de MS de los co mpuestos fenólicos estudiados para el 

AOV. 

Compuesto λmax (nm) 
Ión Molecular [M-H] 

(m/z) 

Ácido Gálico 280 169 

Hidroxitirosol 280 153 

Tirosol 280 137 

Ácido 4-hidroxibenzoico (4HB) 280 93; 137 

Ácido 3,4-dihidroxibenzoico (DOPAC) 280 167 

Ácido gentísico 335 153 

Ácido 4-hidroxifenilacético (4HP) 280; 335 151 

Ácido cafeico 335 179 

Ácido vaníllico 280 167 

Vanillina  280 151 

Ácido siríngico 280 197 

Ácido p-cumárico 280 163 

Ácido ferúlico 335 193 

Ácido m-cumárico 280 163 

Ácido o-cumárico 280; 335 163 

Oleuropeina 280 539 

Luteolina 335 285 

Apigenina 335 269 

Ácido cinámico 280 147 

3,4-DHPEA-AC 280 195 

3,4-DHPEA-EDA 280 319 

p-HPEA-EDA 280 303 

3,4-DHPEA-EA 280 377 

p-HPEA-EA 280 361 

Pinoresinol 280 357 

1-acetoxipinoresinol 280 415 

 

La cuantificación se realizó por interpolación del área de cada pico en rectas de 

calibrado de siete puntos obtenidas a partir de las señales obtenidas para disoluciones patrón 

de las sustancias estándar correspondientes (Sigma Chemical Co. y Extrasynthèse ), en 

metanol, exceptuando el acetato de hidroxitirosol y los derivados secoiridoides de 

hidroxitirosol y tirosol que se cuantificaron como oleuropeína.  

 

III.6.10. Medida de la capacidad antioxidante. 

El extracto fenólico a analizar en todas las técnicas se preparó de la misma manera que 

para la determinación de los compuestos fenólicos por HPLC (epígrafe III.6.9.), sin adición 
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de patrones internos. Además, el volumen de redisolución de la muestra tras la evaporación 

fue de 2 ml de metanol. 

 

Ensayo del radical ABTS+• (Ácido 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico). 

El método se basa en el seguimiento de la reacción de un cromóforo metaestable de 

naturaleza radical con muestras de naturaleza antioxidante, comparando su eficacia 

antioxidante con un patrón: trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico). 

El método se fundamenta en la siguiente reacción: 

     

                                ABTS (incoloro)                              ABTS+• (azul) 

  

Para llevarlo a cabo, se siguió el método propuesto por Cano et al. (1998) modificado 

posteriormente (Cano et al., 2000). El ABTS, en presencia del sistema enzimático peroxidasa 

(POD)/peróxido de hidrógeno (H2O2), se oxida, formándose el radical ABTS+• (cromóforo, 

color azul-verdoso). Esta reacción revierte en cuanto en el medio existe alguna sustancia 

antioxidante. Por tanto, se utilizó como indicativo de la capacidad antioxidante de la muestra, 

la disminución de la absorbancia a 730 nm del radical al añadir ésta.  

Para generar el radical ABTS+•, 0,1g de ABTS se hacen reaccionar con el sistema 

enzimático peroxidasa tipo IV (10-4 M, 200 μl) y H2O2 (0,1 M, 125 μl), enrasando hasta 250 

μl con etanol acidificado, incubando a temperatura ambiente y en oscuridad durante 12-16 h. 

Una vez formado el radical ABTS+•, se tomó 1 ml de la disolución de radical, y se le 

añadieron 20 μl de extracto fenólico midiéndose la absorbancia que permanece tras la 

reacción. La diferencia de absorbancia a 730 nm fue el parámetro elegido como medida de la 

actividad antioxidante. Para la cuantificación se realizó una recta de calibrado empleando 

disoluciones etanólicas de Trolox con concentraciones finales en la mezcla de reacción 

comprendidas entre 0,2 y 1,4 mM. Los resultados de actividad antioxidante, se expresaron 

como milimoles equivalentes de Trolox por kilogramo de aceite. 

 

 

 

Peroxidasa/H2O2 

Antioxidantes  
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Actividad antiradicalaria (Ensayo del radical DPPH (1,1-diphenil-2-picrilhidracil)). 

Se siguió el método desarrollado por Prior et al. (2005) y se basa en la reducción de la 

absorbancia, medida a 515 nm, del radical DPPH, debida a la acción de antioxidantes. Este 

radical es un radical estable y disponible comercialmente. Los ensayos se realizaron en un 

espectrofotómetro Hitachi U-2900, usando cubetas de poliestireno (PS).  

El procedimiento analítico consiste en adicionar sobre una disolución metanólica 60 μM 

de DPPH (metanol grado HPLC, 1,17 ml) 0,03 ml de la disolución antioxidante (en 7 

concentraciones diferentes que cubren el rango de 0,3-1,3 mg·ml-1) o MeOH (control). Las 

mezclas se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 minutos y, a 

continuación, se midió la absorbancia a 515 nm frente a un blanco de MeOH. La 

representación de los valores de absorbancia para el DPPH remanente frente a las diferentes 

concentraciones de antioxidante utilizadas permite obtener una recta de calibración a partir de 

la cual se obtienen los valores de EC50, es decir, la concentración de antioxidante (expresado 

en μg·ml-1) necesaria para reducir la concentración de DPPH al 50% de su valor inicial. Se 

utilizó BHT (butil hidroxitolueno) en MeOH (5,6 mg·ml-1) como compuesto de referencia. 

Todas las mediciones se realizaron por triplicado. La concentración de DPPH restante se 

calculó utilizando la siguiente expresión: 

 

donde Amuestra y Acontrol son los valores de absorbancia a 515 nm debida al radical libre en 

la muestra y en la disolución control respectivamente.  

 

Ensayo de peroxidación de lípidos (método del tiocianato férrico, FTC).  

La inhibición de la peroxidación del ácido linoleico inducida por el radical 2,2`-

azobis(2-aminopropano), en forma de dihidrocloruro, (en adelante AAPH) fue utilizada 

usando la modificación descrita por Olszewska et al. (2012) sobre el método original de 

Azuma et al. (1999). 

A una mezcla preparada a partir de disolución del antioxidante (5,6 mg·ml-1 en MeOH, 

37 μl), ácido linoleico (1,3 % (p/v) en MeOH, 175 μl) y H2O (88 μl) en tampón fosfato 0,2 M 

(pH 7,0, 175 μl) en un vial, se añadió AAPH (55,3 mM en tampón fosfato, 25 μl). La 

disolución control se preparó usando MeOH (37 μl) en lugar de la muestra. El vial fue 

A 
% DPPH  

A 

muestra 
remanente 

Control 
 x 100 
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incubado a 50 ºC durante 24 h en la oscuridad, tras lo cual, a 30 μl de la mezcla reacción en 

H2O (2,18 ml) y MeOH (0,73 ml) se añadieron 30 μl de una disolución acuosa de NH4SCN al 

10% y 30 μl de FeCl2 20 mM en HCl al 3,5%. Después de 3 minutos de incubación a 

temperatura ambiente, se diluyó la muestra con metanol (2:1) para evitar formación de 

turbidez y se midió la absorbancia a 546 nm frente a un blanco (24,8% MeOH, 0,4% buffer, 

73,8% H2O y 1% de HCl al 3,5%). El BHT (butil hidroxitolueno) en MeOH (5,6 mg·ml-1) fue 

igualmente utilizado como compuesto de referencia.  

Los resultados se expresa como porcentaje de inhibición de la peroxidación lipídica: 

 

donde Acontrol se refiere a la absorbancia de la disolución que contiene MeOH en lugar 

de muestra, y Amuestra hace referencia a la absorbancia de las disoluciones conteniendo los 

compuestos antioxidantes. 

 

Actividad reductora de óxido nítrico (NO). 

La actividad captadora de óxido nítrico se midió utilizando la reacción de Griess 

Illosvoy (Garrat, 1964). El óxido nítrico se genera in situ por la descomposición espontánea 

de nitroprusiato de sodio en una solución acuosa tamponada. El procedimiento experimental 

consiste en añadir a una disolución 40 mM de tampón fosfato salino (pH 7,4, 0,15 ml) y 

DMSO (0,10 ml), una disolución de 5,6 mg/ml extracto fenólico en DMSO (50 μl) y 

nitroprusiato de sodio 10 mM en tampón fosfato (0,4 ml). La solución control se preparó 

usando el disolvente puro (50 μl) en lugar del extracto. Después de incubar a temperatura 

ambiente durante 125 minutos, se añadió una disolución de sulfamida al 2  % (p/v) en ácido 

fosfórico al 4 % (v/v) (0,3 ml) y la mezcla se volvió a incubar durante 5 minutos a 

temperatura ambiente, tras lo cual se adicionó una disolución de N-(1-Naftil)etilendiamina 

diclorhidrato (0,3 ml). Pasados 30 minutos de incubación, y debido a la formación de 

turbidez, se tomaron 500 μl de la mezcla y se adicionan a una cubeta junto a 800 μl de DMSO 

e inmediatamente se mide la absorbancia a 540 nm frente a un blanco (4,46 % buffer: 1,46 % 

MeOH: 20,77 % agua: 8,85 % H3PO4 al 4 %: 64,46 % DMSO). Los resultados se expresaron 

como porcentaje de inhibición de NO. 

 
% Inhibición                              x 100 

A 
 

control 

  
 

Acontrol-Amuestra 
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donde Acontrol es la absorbancia de la mezcla que contiene DMSO en lugar de extracto y 

Amuestra, la absorbancia de las disoluciones que contienen los compuestos antioxidantes.  

 

Ensayo de reducción de H2O2. 

El método se basa en evaluar la actividad antioxidante de extractos fenólicos extraídos 

del AOVE mediante el porcentaje de reducción de especies reactivas del oxígeno (ROS), 

como es el caso del peróxido de hidrógeno (H2O2). 

Esta actividad se midió utilizando el procedimiento descrito por Bahorun et al. (1996). 

Para ello, a una disolución de H2O2 al 0,003 % (100 μl), NaCl 0,1 M (100 μl) y tampón 

fosfato 0,1 M (pH 7,4, 700 μl) se añadió una solución de 5,6 mg·ml-1 de extracto fenólico en 

MeOH (100 μl) o MeOH puro (para el control). La mezcla se incubó en oscuridad, a 37 ºC 

durante 20 min. A continuación, se añadió una solución que contenía rojo de fenol (0,2 

mg·ml-1) y peroxidasa de rabano picante (0,1 mg·ml-1) en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4, 1,0 

ml). La disolución se mantuvo a 37 ºC durante 15 min más. Transcurrido este tiempo, se 

añadió NaOH 1 M (100 μl) y la mezcla se mantuvo a tempera tura ambiente durante 10 min. 

Finalmente, se midió la absorbancia a 610 nm frente a un blanco (18,7:3:1, buffer fosfato 0,1 

M:agua:metanol). El BHT (butil hidroxitolueno) en MeOH (4 mg·ml-1) fue igualmente 

utilizado como compuesto de referencia. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y 

los resultados se expresaron como porcentaje de reducción de H2O2 como indica la expresión 

siguiente: 

                     

donde AH2O2 se refiere a la absorbancia de la disolución control con MeOH, y Amuestra  la 

absorbancia de las disoluciones que contienen los extractos.  

 

 

 

% Reducción = 
=H2O2 AH2O2 

 
 

  x 100 
AH2O2-Amuestra 

% Inhibición                                x 100 
A 

control 

  
 

Acontrol-Amuestra 
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III.7.  EXTRACCIÓN DE LOS COMPUESTOS FENÓLICOS DE LAS HOJAS DE 

OLIVO Y ALPERUJO 

III.7.1. Pretratamiento  

Las hojas de olivo se descongelaron justo antes de la extracción y se lavaron con agua 

destilada, con objeto de eliminar los posibles residuos de plaguicidas, fertilizantes y otras 

sustancias. Para eliminar el exceso de agua se secaron con un papel de filtro y a continuación 

se desecaron en estufa de aire forzado (P Selecta, modelo 210). Del mismo modo, el alperujo 

también fue descongelado y desecado. Para ello, se aplicaron distintos tratamientos de 

temperatura y tiempo (Tabla III.5) que afectan a la operación de desecado de la hoja de olivo 

y/o el alperujo, para obtener el máximo contenido de compuestos fenólicos y de actividad 

antioxidante. En todos los casos se optimizaron los tratamientos con el objeto de conseguir 

pérdidas de humedad del 20 %. 

Tabla III.5. Tratamiento previo de tiempo y temperatura en hojas de olivo y alperujo.  

 

 

Posteriormente se trituraron las hojas de olivo y el alperujo en una picadora comercial 

hasta conseguir un tamaño de partícula de 0,5 a 0,3 mm con el fin de aumentar la superficie 

de contacto y mejorar la extracción de compuestos fenólicos.  

III.7.2. Obtención del extracto acuoso 

De ambos productos pretratados y molidos, hojas de olivo y alperujo, se tomaron 25 g y 

se mezclaron con 250 ml de agua destilada (proporción 1:10), según describieron Pinelo et al. 

(2005) para semillas de uva. Posteriormente se maceró en una Termomix comercial durante 3 

horas a 60 ºC. Transcurrido este tiempo se tamizó para obtener el líquido sobrenadante, que 

fue centrifugado a 3500 rpm durante 5 minutos con el fin de eliminar todas las partículas del 

extracto. Los resultados que se usaron para evaluar la eficacia del proceso de extrac ción 

fueron los compuestos fenólicos totales y la actividad antioxidante.  

 

 

 

Extracto 1 Extracto 2 Extracto 3 Extracto 4

Temperatura 120 ºC 40 ºC 120 ºC 40 ºC

Tiempo 12 minutos 48 horas 41 minutos 52 horas

Hojas de olivo Alperujo
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III.7.3. Estabilización del extracto acuoso 

El producto procedente de las extracciones de hoja y alperujo es un extracto acuoso, del 

que es conocida su poca estabilidad (King et al., 2001; Chang et al., 2006) por lo que se 

elaboró un extracto seco con una mayor estabilidad. Para ello, el extracto líquido fue 

liofilizado (liofilizador VIRTIS Company, Mod. Génesis 25 LL, Hücoa-Herlos). Una vez 

terminada la liofilización, el extracto seco obtenido se conservó en un frasco color topacio, 

alejado de la luz y a temperatura ambiente, hasta su posterior análisis y utilización.  

El extracto seco obtenido presenta una mayor estabilidad, lo que permite una mayor 

vida comercial del mismo. Sin embargo, este extracto sólido es insoluble en la matriz oleosa, 

por lo cual para las incorporaciones del mismo se reconstituyó en agua pura estéril, se mezcló 

con el aceite y se liofilizó para eliminar el agua.  

 

III.8. ENRIQUECIMIENTO EN COMPUESTOS FENÓLICOS DE ACEITE DE 

OLIVA VIRGEN 

La dispersión de extractos fenólicos, que están disueltos en una solución acuosa, en la 

matriz del aceite de oliva, es complicada debido a la alta inestabilidad de este tipo de 

emulsiones, en la cual hay una tendencia natural a la separación de las fases de aceite y agua 

(Drelich et al., 2010). Por ello se realizaron distintos tratamientos experimentales tal y como 

se muestra en la Tabla III.6, con el fin de establecer el procedimiento más eficaz. Así,  

muestras de AOV, obtenido según el procedimiento ABENCOR anteriormente explicado, a 

partir de aceitunas de la variedad Arbequina, se sometieron a distintos procesos de 

enriquecimiento, con el extracto líquido reconstituido a la concentración original y con la 

utilización de distintos coadyuvantes: lecitina, como agente para mantener la emulsión y 

etanol para aumentar la solubilidad de los compuestos fenólicos en la matriz grasa y así 

facilitar el paso desde la matriz acuosa.  
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Tabla III.6. Diferentes procesos utilizados en el enriquecimiento de AOV. 

 

*
AOV de la variedad Arbequina liofilizado utilizado como control.  

 

Una vez preparadas las distintas mezclas experimentales, se sonicaron en un Vortex 

durante 20 s para permitir la completa disolución de los compuestos fenólicos. 

Posteriormente, se batió la mezcla en un Politrón (Omni Mixer Homogenizer, modelo 17106) 

durante un minuto para obtener una mezcla más homogénea. Los frascos que contienen las 

mezclas se introdujeron en un baño con hielo para evitar el aumento de la temperatura durante 

el batido. Inmediatamente, evitando la pérdida de emulsión, se congelaron en cámaras a -80 

ºC durante 24 h. Las muestras se liofilizaron, ya que es un método físico de eliminación de 

agua capaz de conservar los compuestos fenólicos. Finalmente, cada uno de los aceites de 

oliva experimentales, con las distintas adiciones, se filtraron con papel de filtro “jarabe” y se 

recogieron en frascos de vidrio color topacio de 250 ml de capacidad, almacenándose en la 

oscuridad y a temperatura ambiente hasta el momento del estudio.  

 

III.9. DETERMINACIONES EN EXTRACTOS Y ACEITES ENRIQUECIDOS.  

III.9.1. Compuestos fenólicos totales. 

La cuantificación de los compuestos fenólicos se realizó siguiendo la metodología 

descrita en el apartado III.6.6. 

III.9.2. Actividad antioxidante. 

La cuantificación de la actividad antioxidante se realizó siguiendo la metodología 

descrita para la medida de actividad antioxidante según el ensayo del radical ABTS+, 

apartado III.6.10. 

 

 

Aceite AOV (ml) Extracto (ml) Etanol (ml) Agua (ml) Lecitina (%) Ca3(PO4)2 (g)

I* 50

II 50 50 100 0,3

III 50 100 50 0,3

IV 50 100 0,3

V 50 100 50

VI 50 100

VII 50 100 0,3 0,3
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III.9.3. Estabilidad oxidativa. 

Para la medida de la estabilidad oxidativa se sigue la metodología propuesta en el 

apartado III.6.7. 

 

III.10. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO. 

El análisis estadístico de los resultados se realizó considerando un diseño factorial. Los 

factores que intervinieron en la experimentación fueron tratamientos y años en cada estado de 

maduración (verde, envero y maduro). En el modelo utilizado, se incluyeron las interacciones 

entre cada dos factores para las variables dependientes del estudio. En el caso de las variables 

tocoferoles, actividad antioxidante, extractos de hojas de olivo y alpeorujo y aceites de oliva 

virgen enriquecidos, el modelo no incluyó el factor año debido a que el diseño experimental 

sólo contempló un año de estudio y el interés estaba en conocer las diferencias estadísticas 

entre tratamientos para estas variables en distintos periodos del ciclo vegetativo del olivo.  

Los datos obtenidos se trataron mediante el correspondiente análisis de varianza. 

Cuando hubo diferencias estadísticamente significativas en dicho análisis, se utilizó el test de 

Duncan para determinar que niveles de los factores influyen en las variables dependientes 

consideradas. La adecuación de cada modelo fue valorada a través del estud io de residuos 

estandarizados, para comprobar la normalidad de los datos y homogeneidad de las varianzas 

de los mismos. Caso que la interacción fue no significativa, los resultados fueron expresados 

con los valores de cada campaña. También se realizó una regresión lineal entre varias 

variables dependientes. Además se calculó la desviación estandar. Se consideró una diferencia 

estadísticamente significativa cuando la probabilidad de significación o p-valor fue menor o 

igual que 0,05. El análisis estadístico de los resultados se realizó con SPSS versión 18.0 para 

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
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        INFLUENCE OF THE FRUIT RIPENING DEGREE ON 

THE VIRGIN OLIVE OIL QUALITY 

 

 

ABSTRACT  

VOO is a very demanded by consumers, seeking the highest quality and certain characters 
considered to be typical of the Mediterranean area. The olive fruits properties, as well as the regulated 
physicochemical and sensory parameters of seven varieties were evaluated during ripening. In general 
the wet and dry oil percentage increased as ripening progressed for all the studied varieties from green 
to spotted stage of maturation and they remained statistically constant until ripe with some exceptions. 
Furthermore, the lowest oil content was observed in Manzanilla Cacereña variety in all the stages of 
maturation. The varieties that presented lowest oil yield in the Abencor system were Manzanilla 
Cacereña and Carrasqueña, while the highest content was observed in Corniche variety. In general, a ll 
the varieties presented a good behaviour of the paste operations, except for Manzanilla Cacereña 
variety which presented the lowest values of extractability degree. The moisture of olives presented a 
pattern of common increase from green to spotted stages, being significant in Corniche, Picual, and 
Verdial de Badajoz varieties. From the results of the regulated parameters all the analyzed oils were 
classified into the “extra virgin” category. Finally, the fruity, bitter, and pungent attributes decreased 
during ripening in all the varieties study. Therefore, in green stage of maturation Arbequina had the 
less amount of bitter and pungent, meanwhile there were not significant different between varieties in 
fruity attribute. 

 

Keywords : Virgin olive oil, Olive properties; Physical-chemical analysis, Sensory quality.  

 

INTRODUCTION  

The European Union dominates world 

production of olive oil (>70 %), and it is the 
largest consumer. Spain is the country of 

highest production of olive oil in Europe (54 

%) and Spanish olive oils have been 
recognized as high quality. Extremadura, one 

of the southwest Spanish regions, is the third 

olive oil producer in Spain after Andalucía and 
Castilla La Mancha, with about 30 million 

olive trees and 53.000 tonnes of annual oil 

production. According to Regulation (EC) No 
2138/97 of the Commission of 30 October 

1997, by delimiting the zones of homogeneous 
production of olive oil in Spain, Extremadura 

makes the zone 5th or western area and it is 

subdivided into 12 subzones, 6 for each of the 
provinces that comprises. Besides, nowadays, 

there are two recognised designations of origin 

(DO) in Extremadura for the extra-virgin olive 
oil: “Sierra de Gata”, in the north, and “Aceite 

Monterrubio”, in the south part.  

According to the International Olive Oil 

Council (IOOC), virgin olive oil is the oil 

obtained from the fruit of the olive tree (Olea 
europaea, L) solely by mechanical or other 

physical means under conditions, particularly 
thermal conditions, that do not lead to 

alterations in the oil, and which has not 

undergone any treatment other than washing, 
decantation, centrifugation, and filtration 

(IOOC, 2010).  

Virgin olive oil is characterized by a high 
nutritional value and sensory qualities and it is 

among the most important agricultural products 

of the Mediterranean basin. The fine flavour 
(aroma and taste) of virgin olive oil distinguish 

it from other edible vegetable oils, giving it a 
superior quality that is traditionally appreciated 

by the consumers in Mediterranean countries 

and, now, all over the world (Inarejos-García et 
al. , 2010). Nowadays the quality of olive oil 

reflects nutritional, sensory and commercial 

aspects and is regulated by European 
legislation (EC), the International Olive 

Council (IOC) and also by the Codex 
Alimentarius. In this sense, the commercial 

quality of VOO is related to the classification 

of the oil according to European legislation 
(EC 640/2008), which has establishe d different 

categories of oil obtained from the olive, extra 

virgin olive oil being the highest commercial 
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category according to defined production 
techniques, analytical parameters and sensory 

evaluation.  

The chemical composition of EVOO is 

influenced by the olive variety, the climatic 

conditions, the geographical site and the 
maturity stage. In particular, several studies 

demonstrated that the choice of the optimum 

harvest period is essential for obtaining virgin 
olive oil with the highest quality. The stage of 

ripening may directly or indirectly affects olive 
oil quality. At the same time, a number of 

morphological and physiological changes 

occur in the fruit that can be more or less 
related to the oil content and quality. Thus, the 

size of olive, endocarp, and especially the 

relationship pulp/bone, is parameters of great 
interest. So, if this ratio is large, the oil content 

will be large, equal to the other parameters. 

Furthermore, as ripening advances certain 
metabolic processes which involve changes in 

the profile of certain compounds such as 
triglycerides, fatty acids, phenols, tocopherols, 

chlorophylls and carotenoids take place (Matos 

et al. , 2007). These variations are reflected in 
the sensory characteristics, especially in the 

aroma, the oxidative stability or the nutritional 

value of the final product, and of course, in the 
quality degree. The success in all these 

operations is to maintain all the positive 
attributes of the oil that comes from olives used 

to obtain it. Due to the misuse of some of the 

variables of the technological process, 
alterations produced in oils are specified in the 

acquisition of negative attributes with the result 

of oils with fusty, muddy, winey, rancid 
defects, etc.  

In Extremadura, the analysis of these 

attributes and their relationship with the variety 
factor is an aspect of great importance, because 

of the criteria that have guided the varietal 
selection in the various oil-producing regions 

(productivity, diseases resistance and other 

environmental restrictions) have been very 
specific and defined in each one of them. As a 

result, there are plantations of high density of a 

certain variety in different areas, appreciating a 
parity region-variety. There are many studies 

that have shown that the chemical composition 
of the oils, especially parameters as the content 

of fatty acids, triglycerides, sterols, 

hydrocarbons, etc (Osorio et al. , 2003; Sánchez 

et al. , 2003; 2004), is closely related to the 
variety, and it can be therefore concluded that 

there is a chemical composition of 
monovarietal oils, produced in our 

Autonomous Community of Extremadura, that 

undoubtedly must affect their sensory 
characteristics. According to the above, the aim 

of this work has been to the characterization of 

seven oils from the most representative olive 
varieties of the southwest of Spain (Arbequina, 

Carrasqueña, Corniche, Manzanilla Cacereña, 
Morisca, P icual, and Verdial de Badajoz), with 

regards to its olive fruit properties, composition 

quality and sensory properties at different stage 
of maturation.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Samples 

The study was carried out in an 
experimental olive (Olea europaea L.) cultivar 

maintained by the Researcher Center “Finca La 

Orden” (Badajoz, Spain) within the limits of 
the olive-growing area “Tierra de Barros” 

during the olive seasons 2011/12 and 2012/13. 
The UTM coordinates of cultivar were x = 

702192.29, y = 4303406.71. The climate of the 

area is Mediterranean and the average annual 
rainfall was 404 and 501 mm in 2011/12 and 

2012/13 crop seasons respectively. The olive 

orchard was composed of fifteen-years-old 
olive trees (plantation frame 6 x 6 m

2
) of seven 

varieties predominate in the southwest of 

Spain: Arbequina, Carrasqueña, Corniche, 
Manzanilla Cacereña, Morisca, Picual, and 

Verdial de Badajoz. The soil at the 
experimental orchard was a sandy loam (depth 

2 m). The orchard was managed under drip 

irrigation with linear irrigation scheduling, of 
3582 cm

3
water/ha (15th May to 18th 

November) and no tillage conditions; weeds 

were controlled with post-emergence 
herbicides. It is noticeable that getting all test 

samples from the same experimental olive 
grow allowed to study the effect of the 

variables "variety" and "maturity stage" on the 

minor components of fruits developed in the 
same geographical area, under the same 

agronomic and pedoclimatic conditions. In the 

selection of the samples in our experiments we 
used a statistical design which is based in 

randomized blocks with three replicates for 
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each variety. Each elementary block consisted 
on three olive trees. The effect of different 

olive varieties in analytical parameters of 
olives fruits and oils were studied, and also the 

evolution of these parameters along the stage 

of maturation. A total of 63 samples of olives 
were handpicked. These samples were 

collected from November to January in three 

stages of maturation, ripeness index of (0-2), 
(2-3) and (3-7), (green, spotted, and ripe 

respectively). The olives sampling were carried 
out in the morning, taking samples randomly in 

different parts of the central area of the olive 

tree, assuming a total of 6 kg per variety and 
maturity. After harvesting, the olive fruit 

samples were immediately transported to the 

laboratory in ventilated storage trays to avoid 
compositional changes. The oil was extracted 

within 24h. 

 

Oil extraction 

Oil extraction was carried out within 24 h 
from harvest in similar industrial extraction 

conditions using an Abencor analyzer (MC2 

Ingeniery systems, Seville, Spain) according to 
Martínez et al. (1975). Olives were crushed 

with a hammer mill and were slowly mixed for 

30 min at 28ºC. Then, the obtained paste was 
centrifuged at 1438 g over 3 min. All the oil 

samples were separated by decantation and 
were stored away from the light in amber-

colored glass bottles at 4ºC until analysis 

(within 1 month). The oil content with Abencor 
system was calculated as a percentage of fresh 

olive paste weight and expressed as g of 

oil/100g olives. 

 

Analytical methods 

Olives fruit analytical determinations  

The fruit ripeness was determined on 100 

olives randomly selected in each sample 
according to the method proposed by Uceda 

and Frías (1975), based on the evaluation of the 

olive skin and pulp colors. The sanitary 
conditions of the olive fruit were calculated 

separating randomly 100 fruits, classifying 

them as they were healthy or not healthy (fruits 
with olive fly bite, proliferation of fungi and/or 

bacteria, etc). The results were expressed as 
percentage. The fruit moisture was determined 

by crushing and weighing olives after drying in 

an oven at 100 °C during 24 h to constant 
weight (UNE 55.020). For oil content 

determination, the dry olives were extracted in 
a Soxhlet apparatus for 5 h using hexane as 

solvent (UNE 55.030). The results were 

expressed as percentage of the total olives. 
Approximate industrial yield was calculated as 

the difference between the total oil content of 

the olives fruit and the oil content present in 
the “alperujo”. The extractability was 

calculated as the percentage of oil extracted 
with respect to the total content.  

 

Quality Index 

To determine the general quality index in 

virgin olive oil (degree of acidity, peroxides 

index and absorbance at 232 and 270 nm), the 
methodology described in Regulation (EEC) nº 

2568/91, and its subsequent amendments, 

concerning olive oil and olive-pomace oil 
characteristics and their analysis, was followed. 

All parameters were determined in duplicate 
for all samples. The Bitterness Index (K225) 

was determined by the method described by 

Gutiérrez-Rosales et al. (1999).  

 

Sensory analysis  

Sensory analysis (median of specific 
positive and negative (defective) attributes and 

panel classification test) of the oil samples was 
carried out by 12 selected and trained 

panellists, with long experience in the sensory 

analysis of virgin olive oil for the research and 
control of quality (ISO 8586-2: 2008) 

according to the method described in 

Regulation (EC) nº 640/2008. The evaluations 
were carried in cabins of individual tests at a 

tasting room (ISO 8589: 2007). The intensities 

of both positive (fruity, bitter and pungent) and 
negative (fusty, winy, musty, muddy, rancid, 

metallic, and other) attributes were evaluated 
for each oil sample, on a non-structured, 10 cm 

scale. The results of the sensory evaluation 

were estimated by the median, being valid 
when the coefficient of variation was less than 

20.  

 

Statistical analysis  

A factorial design has been done for the 
statistical analysis of the results. The factors  
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involved in the experimentation were: variety 
and crop year in each stage of maturation 

(green, spotted, and ripe). The model included 
interactions between each factor for each of the 

dependent variables. The data were statistically 

analyzed by ANOVA and Duncan’s multiple 
range tests to determine which levels of the 

factors influence on the dependent variables 

considered. The adequacy of the model was 
assessed through standardized remainder study, 

to check the normality of the data and 
homogeneity of the variances. Statistical 

significance was accepted at a level of p<0.05. 

For variance analysis (ANOVA) the SPSS 18.0 
software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was 

used. The results are expressed as two crop 

years mean values. The deviation standard 
(SD) was calculated. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Olives fruit properties 

The ripening index of the fruit is the most 
determining factor in assessing the oil yield of 

different varieties. Therefore, it has been 
analysed the oil content in varieties at different 

stage of maturation and olive oil campaigns, 

expressing this parameter as percentage of wet 
substances and dry substance (Table 1). In 

general, the wet oil percentage increased from 

green to spotted stage of maturation for all the 
varieties study and from ripe there was a 

slightly increase in some varieties with 

significant differences. Some authors (Jiménez 
et al., 2013) indicated that this increase may be 

due to a loss of water in the olives by 
evaporation, in the final stage of maturation, 

while lipid biosynthesis still continues, 

although this occurs slowly. We should take 

into account that there was an interaction 
between years versus varieties in ripe stage of 

maturation. In this sense, the values of oil 
content in the 2012/13 campaign were slightly 

lower than in the 2011/12 one. Additionally, 

the oil yield on dry substance is a much more 
reliable parameter to compare varieties than the 

oil yield of wet matter, since this last 

determination is very influenced by the 
moisture holding olive pulp at the time of 

collection. Furthermore, total oil content on dry 
substance increased progressively from green 

to spotted stages and they maintained constant 

until ripe stage of maturation, with the 
exception of Carrasqueña variety which 

increased progressively from green to ripe. 

Morisca variety had higher oil content than the 
rest of studied varieties. Besides the lower oil 

content was observed in Manzanilla Cacereña 

variety in all the stage of maturation.  

Furthermore, the oil content was increasing 

towards the spotted stage of maturation so it 
can be suggested that the oil content was 

almost completed. Therefore all the varieties 

should be harvested at spotted stage of maturation to 
get higher oil content, however, the accumulation 

of oil in the olive begins towards the end of the 

period of hardening of bone (Lavee and 
Wodner, 2004), in mid-July, increasing during 

the fall and reaching the maximum in the last 
days of December, date in which the third 

sampling of olives take place. Tous and 

Romero (1993) classified the varieties of olives 
depending on the percentage of oil yield of dry 

matter. In this sense all the examined varieties 

in spotted and ripe stage of maturation in our 
study were within the varieties classified as of 

high oil yield (>46%). 
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In terms of oil yield with the Abencor 
extraction system, it can be deduced that there 

was an increase from green to spotted stage of 

maturation being significant in Arbequina, 
Corniche, and Picual varieties. The varieties 

that presented lower oil yield of Abencor 

system were Manzanilla Cacereña and 
Carrasqueña while the highest content was 

observed in Corniche variety. 

Another aspect to consider, related to oil 

content, is the extractability degree of olives 
paste, which was characterized by Muñoz-

Aranda and Alba (1980). For practical 
purposes, it is interesting the greater or lesser 

easy with which can be extracted the oil from 

the olive paste. This parameter was calculated 
from the oil content of Abencor system and the 

oil richness on wet substance. With the 

addition of microtalc to “difficult” olives paste, 
which adsorbs the natural emulsifiers from the 

surface of the olive oil droplets and so 
increases the amount of oil that can be 

extracted, the extraction of the oil by the 

Abencor system can improve (Uceda and 
Hermoso, 1987). In our study the same amount 

of microtalc (10g) was added to all the 

samples. All the varieties presented a good 
behaviour of the paste operations of grinding 

and blending, which can be seen visually, and 

which corroborates the high values found in the 
degree of extractability for these varieties 

except for Manzanilla Cacereña variety which 
presented the lowest values. So these varieties 

produced hard paste, hauling with it a 

detriment of the ability to work and the 
quantity of the oil obtained. The reason for the 

low degree of extractability of certain varieties, 

as well as being inherent to the own variety 
genetics, can also influence the abnormal 

weather conditions, some pest or disease 
attack, etc. (Uceda and Hermoso, 1987). This 

work has been assessed "varietal effect" on the 

difficulty of extracting the oil of different 
pastes of olives studied.  

Another feature of great interest is the 

moisture, especia lly in the pulp. Moisture 

depends on the stage of ripeness of the olives 

and the meteorology conditions, as well as 
agronomic factors such as irrigation. There 

were a slightly increase from green to spotted 
stage of maturation, although there were only 

significant differences in Corniche, P icual, and 

Verdial de Badajoz varieties and there were a 
decrease from spotted to ripe stage of 

maturation with significant differences in 

Arbequina, Corniche, Manzanilla Cacereña, 
and Verdial de Badajoz varieties in 2011/12 

campaign and in Morisca in 2012/13 campaign.  

However, some researcher showed a pattern 
of common descent as it increases the rate of 

maturation of the olives, and parallel to the 

increase in the oil content (Sánchez et al. , 
1999). Civantos (1999) noted that the moisture 

content increases at the beginning of the 

campaign up to a maximum and then decreases 
as a result of dehydration. In addition, some 

authors (Ramos et al., 1979) have established 

the negative correlation between moisture and 
oil content of pulp for some varieties. 

Figure 1 shows the stage of fruits health 

harvested during the study in the three stage of 
maturation of the olives. In general, it is 

observed that the percentage of healthy fruit 

decreased along the ripening, being always 
higher the healthy fruits than the unhealthy 

one. This trend was more pronounced in 

2012/13 campaign where there were more 
adverse weather conditions. We note that the 

percentage of olives attached by fly pest was 
around 10 % in some varieties in ripe stage of 

maturation. Angerosa et al. (2000) and Beltran 

et al. (2005) observed the influence of the olive 
fly in the final quality of olive oils produced 

from Italian, Spanish and Algerian varieties. 

Thus, these authors demonstrated that this pest 
affected the parameters of oil quality, 

concentration of phenolic compounds and 
sensory quality criteria. This deterioration in 

the quality of oil is due to oxidative and 

hydrolytic processes caused by exposure of the 
pulp to environmental exterior agents 

(Tamendjari et al. , 2009). From our results it 

was concluded that most of olives had less than 
20% of olive fly attack. 
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Figure 1.  Mean and standard deviations for the healthy fruits (%), fly attack olive (%), and others damages (%) 

of olive fruits samples
a
 resulting from Arbequina, Carrasqueña, Corniche, Manzan illa Cacereña, Morisca, Picual, 

and Verdial de Badajoz varieties. Different small letters indicate significant statistical differences (Duncan´s 

Test, p<0.05) among variet ies in each stage of maturation.  

 

Potential quality 

A multivariate analysis was computed to assess 
the effect of varieties and crop on each stages of 

maturation. The physicochemical and sensory 

quality parameters for the olive oil samples from 
different varieties grown in the studied area are 

showed in Table 1. In general terms, all the oils 
produced and analysed showed very low values 

for the regulated physicochemical parameters 

evaluated (acidity ≤ 0.8%; peroxide index ≤ 20 
meqO2/kg; k270 ≤ 0.22; k232 ≤ 2.5; ΔK ≤ 0.01) with 

all of them falling within the “extra virgin” 

category, as stated by Regulation (EEC) 2568/91, 

and its subsequent amendments. These are good 

results because the virgin olive oils were 

elaborated with Abencor system and note that 
lower values for these parameters will mean a 

higher quality of oil. Besides, the olives were 

immediately processed and they were not exposed 
to serious hydrolysis and oxidative damage that 

could affect the quality of the oil.  

It can be observed that there were not any 

significant interaction between acidity and crop 

year in green and spotted in each stage of 
maturation, so in these stages of maturation we 

represent the median of both years. It is also 

noticeable that from green to spotted there was a 
slight increase of the acidic concentration but the 
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differences were not so marked throughout the 
ripening process. It is known that olives at later 

stages of ripening give oils with higher levels of 
free acidity since they undergo an increase in 

enzymatic activity, especially lipolytic enzymes, 

and are more sensitive to pathogenic infections 
and mechanical damage (Salvador et al., 2001). 

The peroxide value is a measure of the 

primary products of auto-oxidation 
(hydroperoxides) of an olive oil and should not 

exceed 20 mEq O2/kg for extra virgin olive oil. 
In this way, we can find significant differences 

among varieties without a clear trend. Peroxide 

index for olive oils tested ranged from 1.43 to 
15.45 mEq O2/kg. The Picual variety showed 

the lowest values in green and spotted stage of 

maturation, while the Verdial de Badajoz 
variety showed the highest values in ripe stage 

of maturation. About this aspect, some 

researchers found that peroxide index 
significantly decreased as ripening progressed 

for P icudo variety (Jiménez et al. , 2013). 
Measurements of absorbance at specific 

wavelengths in the UV absorption region are 

used to provide information on the quality of 
olive oil (Anastasopoulos et al. , 2011). These 

are expressed as absorbance at a given λ of a 

1% solution of the oil measured in a 1 cm cell.  
K232 is a measure of conjugated dienes and 

their oxidation products that absorb at λ = 232 
nm and, K270 is a measure of conjugated trienes 

and secondary oxidation products (carbonyl 

compounds) which absorb at λ= 270 nm. The 
ΔK detects oil treatments with colour removing 

substances and the presence of refined or 

pomace oil by measuring the K270 – [(K266 + 
K274)/2]. K232, K270 and, ΔK should not exceed 

2.50, 0.22 and 0.01, respective ly for extra 

virgin olive oils. We observed that there was a 
significant interaction in K270 between years for 

all stages of maturation.K232 and K270 values 
for olive oils tested ranged from 0.95 to 2.01 

and from 0.08 to 0.25 respectively. The ΔK 

showed negative values in all oils analyzed 
(Table 2). A general progressive decrease was 

observed in K270 parameter values in oils 

obtained from olive fruits in the ripe stage of 
maturation with some exception. However, we 

did not observe a clear tendency in K232 values 

as ripening progressed (Table 2). These results  
are in agreement with those reported for other 

olive oil cultivars (Martínez et al., 2010; Youssef 
et al., 2010; Jiménez et al., 2013).  

Note that the lowest values for all these 

parameters will result in a higher quality of the oil, 
as it corresponds to oils obtained from olives fresh 

and healthy, subject to immediate extraction 

without proceeding to storage. 

 

Sensory quality  

Regarding sensory quality, all of the analyzed 

samples were classified as “extra virgin”, 

according to Regulation (EC) nº 640/2008, since 
the median of the defects was equal to 0 and the 

median of the fruity above 0. Furthermore, 

campaigns did not have a prominent influence in 
terms of positive attributes, fruity, bitter and 

pungent. Therefore, independently of the year of 

study, we can find significant differences 
between varieties (Table 3). These results were 

useful, especially for mill industries because they 
can keep the fruity attribute regardless of the year 

of study. The study of parameters of quality of 

the AOV of all the varieties are considered of 
interest for the industrial sector in the oil-

producing area of Extremadura, also for the final 

consumer and olive oil international trade. In this 
sense, Arbequina variety had the lowest amount 

of bitter and pungent attributes except in ripe 
stage of maturation where Verdial de Badajoz 

showed the lowest amount of bitter. The fruity 

was not significant between varieties in green 
stage of maturation, while Picual was the variety 

with highest values of fruity in spotted and ripe 

stage of maturation. According to the new 
regulations (EC) 640/2008 of 4th July 2008, all 

the varieties are included in the medium fruity 

category (fruity intensities between 3 and 6). As 
for the fruity and bitter sensory notes, different 

authors have confirmed the influence of 
cultivating about the spicy attribute. Aguilera et 

al. (2005) point to Italian oils from Frantoio and 

Leccino varieties, grown in Andalusia, values of 
spicy of 3 and 3,5, respectively; Salvador et al. 

(2001) repoted values of 2,1 in Cornicabra 

variety.  
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At the same time, the index of bitterness 
was determined (K225). Previous studies have 

described the bitterness of VOO estimated by 
the analytical bitter index (K225) (Table 2), 

which correlates with sensory bitterness as well 

as with the total polar phenol content 
(Gutiérrez-Rosales et al. , 1992; Artajo et al. , 

2006), the main bitter compounds in virgin 

olive oil (Andrewes et al. , 2003; Gutiérrez et 
al. , 2003; Mateos et al. , 2004). Between the 

samples of oils of the varieties studied, 
Arbequina variety presented the less value of 

bitter index in all stage of maturation, as is the 

case with the score obtained for the sensory 
bitterness. Besides the values decreased from 

green to ripe, however some varieties 

maintained significantly constant these values 
from spotted to ripe. Several authors have 

reported that olive ripeness has a strong impact 

on olive oil descriptors (Jiménez-Herrera et al. , 
2012). We found significant variations in the 

fruity, bitter, and pungent attributes according 
to the ripening stage of the fruit, which is 

agreement with the findings of other studies 

(Rotondi et al. , 2004; Sánchez et al. , 2006; 
Jiménez et al., 2012). In general terms, these  

attributes decreased during ripening in all the 

examined varieties.  

 

CONCLUSIONS 

The agronomic data obtained in this study 

suggest that the optimal harvest per iod for the 

seven varieties are from spotted stage of 
maturation. Furthermore, Corniche and Picual 

varieties presented the highest values of degree 
of extractability and the highest values of oil 

yield in dry substance in this stage of 

maturation. The physicochemical parameters 
assess showed that all the oil samples analyzed 

were within the limits established by the EU 

for VOO and that the chemical data discussed 
in this study can be considered useful in 

providing information about the quality of 
olives and virgin olive oil during olive 

ripening. Besides, the data from sensory 

analysis showed that higher organoleptic 
values were found for green stage of 

maturation, however in spotted stage of 

maturation presented in general medium 
values. Finally, these parameters could be used 

as markers to characterise and differentiate 

these olive oils.  
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ANTIOXIDANT CAPACITY OF THE PHENOLIC 

FRACTION AND OXIDATIVE STABILITY OF OLIVE OIL 

 

RESUMEN 

Characterization of olive oils from seven representative varieties of fruits (Arbequina, 
Carrasqueña, Corniche, Manzanilla Cacereña, Morisca, Picual, and Verdial de Badajoz) of the 
southwest of Spain is classified according to their antioxidant capacity of the phenolic fraction 
and oxidative stability on different ripening stage. Antioxidant capacity is measured trough 
reduction of 2,2 -̀azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid radical cation previously 
oxidized with peroxidase/hydrogen peroxide. The decrease of absorbance at 730 nm at 3 min 
was measured. Antioxidant capacity and oxidative stability trend to decline as the olive ripening 
advances. The results showed significant differences among the different varieties. Values like 
Trolox Equivalents Antioxidant Capacity and oxidative stability varied from 0.6 to 2.5 mmol 
Trolox·kg

-1
 oil and 28.3 to 170.9 hours Rancimat respectively. Best positive correlation between 

total phenolic compounds and antioxidant capacity were in Carrasqueña and Arbequina varieties 
and the worst one in Morisca variety. The rest showed moderated correlations. Correlation 
between antioxidant capacity and oxidative stability was found in a range from 0.66 to 0.97, 
depending on varieties. 

 

Keywords: Olive oil; Phenolics; Antioxidant capacity; ABTS radical cation; Oxidative 
stability. 

 

INTRODUCTION 

The Mediterranean diet includes the 
consumption of noticeable amounts of extra 

virgin olive oil, EVOO. To be classified as 

EVOO, the oil must be only obtained from 
the fruit of the olive tree by mechanical or 

other physical means under conditions that 

do not lead to alteration in the oil and 
without any other treatment that washing, 

decantation, centrifugation, or filtration (EC 

Reg. 1513/2001).  

Epidemiological data show that a 
Mediterranean diet significantly reduces the 

incidence of cardiovascular disease and 

cancer, which suggests a characteristic role  
of the southern European diet where EVOO 

is the major source of fatty acids. Also, 

VOO naturally presents a group of minor 
components, phenolic compounds, with a 

high antioxidant capacity and important 
because of their nutritional and sensorial 

interest. It has been suggested that high 

concentration of phenolic compounds in 
olive oil may contribute to the healthy 

action of this diet (Paiva-Martins et al., 

2010). The antioxidant capacity of phenols 
and other compounds present in oils has 

been widely studied by several authors 
(Morelló et al., 2005; Arslan and Schreiner, 

2012). The phenolic compounds continue 

being an investigation aim as a consequence 
of their fundamental chemical and 

antioxidant properties. Several researchers 

have used the ABTS radical method. This 
proposal uses the following approach: a 

synthetic colored radical is generated and 

the capacity of a biological sample to reduce 
the radicals is measured by a 

spectrophotometry, making use of an 
appropriate standard to quantify the 

antioxidant capacity. This method is one of 

the most applied and it is considered as a 
high sensitivity, practical and fast method. 

On the other hand, the phenolic compounds 

are reported as molecules which 
significantly prevent oxidation of olive oil 

even at low concentrations (Esti et al., 
2009) because they possess antioxidant 

capacity. Oxidative stability is a central 

parameter in the estimation of EVOO 
quality, since the oxidative degeneration is 

the main cause of its damage (Del Carlo et 

al., 2004; Bendini et al., 2007). 
Nevertheless the oxidation process can be 

delayed by antioxidants that enhance the 
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oxidative stability by preventing the 
propagation of lipid peroxidation or 

removing free radicals. Besides, the oil 
antioxidant content is not constant; it 

depends on the cultivar, fruit ripening stage, 

agroclimatic conditions and olive growing 
techniques (Beltrán et al., 2000; Uceda and 

Hermoso, 2001; Tovar et al. , 2003).  

The European Union dominates world 
production of olive oil (>70 %), and it is the 

largest consumer. Spain is the country of 
highest production of olive oil in Europe (54 

%) and Spanish olive oils have been 

recognized as high quality. Besides, olive 
oil is considered one of the most important 

Spanish products. One of the southwest 

Spanish region, Extremadura, has made, a 
great effort to increase production of VOO 

in recent years, being the third community 

of Spain in this sense. For that reason, the 
aim of this work was to evaluate the 

antioxidant capacity of the phenolic fraction 
of olive oils obtained from the seven olive 

varieties most representative of the southwest 

of Spain (Arbequina, Carrasqueña, Corniche, 
Manzanilla Cacereña, Morisca, P icual, and 

Verdial de Badajoz) and examine the 

relationship with total phenolic compounds 
content and oxidative s tability at different 

stage of maturation.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Samples 

The study was carried out in an 

experimental olive (Olea europaea L.) 
cultivar maintained within the limits of the 

olive-growing area “Tierra de Barros” by the 

Researcher Center “Finca La Orden” 
(Badajoz, Spain) during the olive season 

2011/12. The UTM coordinates of cultivar 
were x = 702192.29, y = 4303406.71. The 

climate of the area is Mediterranean; the 

average annual rainfall was 404 mm, mostly 
distributed outside of a 4-month summer 

drought period. The olive orchard was 

composed of fifteen-years-old olive trees 
(plantation frame 6 x 6 m

2
) of seven varieties 

predominate in the southwest of Spain: 
Arbequina, Carrasqueña, Corniche (sinonim 

Cornicabra variety), Manzanilla Cacereña, 

Manzanilla Sevillana, P icual, and Verdial de 
Badajoz. The soil at the experimental 

orchard was a sandy loam (depth 2 m). The 
orchard was managed by drip irrigation, with 

linear irrigation scheduling, of 3582 

cm
3
water/ha from 15 May to 18 November 

and no tillage conditions; weeds were 

controlled with post-emergence herbicides. 

Note that the fact of getting all the test 
samples from the same experimental olive 

grow, allowed to study the effect of variables 
"variety" and "maturity stage" on the minor 

components of olive oil elaborated of fruits 

developed in the same geographic area, 
under the same agronomic and pedoclimatic 

conditions. We used a statistical design 

which is based in randomized blocks with 
three replicates for each variety, in our 

experiments. Each elementary block 

consisted on three olive trees. We studied the 
effect of different olive varieties in analytical 

parameters, and the evolution of these 
parameters along the stage of maturation too. 

A total of 63 samples of olives were 

handpicked, in perfect sanitary conditions. 
The olive samplings were carried out in the 

morning, taking random samples in different 

parts of the central area of the olive tree, 
assuming a total of 6 kg per variety and 

maturation. The samples were collected at 
three maturation stages (green, spotted, and 

ripe). The index of ripeness (IR) of olives 

was calculated using the subjective 
evaluation of colour of the skin and flesh, as 

was proposed by Uceda and Frías (1975). 

After harvesting, the olive fruit samples were 
immediately transported to the laboratory in 

ventilated storage trays to avoid 

compositional changes. The oil was extracted 
within 24h.  

Oil samples were obtained by using the 

Abencor grinding system (Abengoa SA, 

Sevilla, Spain) (Martínez et al., 1975). 
Olives were crushed with a hammer mill 

and were slowly beaten for 30 min at 28ºC. 

Then the obtained paste was centrifuged at 
3500 rpm over 2 min. The oil was separated 

by decantation and was stored in dark in 
amber-colored glass bottles at 4ºC until 

analysis (within 1 month).  

138



 Resultados y Discusión 

 

Chemicals 

Folin-Ciocalteau reagent, caffeic acid, 
and sodium carbonate used for polyphenolic 

content determination were provided by 

Panreac (Barcelona, Spain). For ABTS 
method, the standard antioxidant used was 

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-

carboxylic acid (Trolox) from Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany). 2,2`-azobis-

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid was 
from Fluka Chemicals (Madrid, Spain).  

 

Instruments 

An UV-Vis spectrophotometer model 
HP8453 (Agilent, Madrid, Spain) was used 

for ABTS assays and total polyphenol 
content. The ABTS assay was measured by 

Biochemical Analysis software. The oils 

oxidative stability was assessed in a 743 
Rancimat (Metrohm, Herisau, Switzerland) 

eight-channel oxidative stability instrument.  

 

Analytical methods 

Antioxidant capacity assays 

Sample preparation: According the 

method of Mateos et al. (2001) slightly 

modified, a sample of VOO was weigh (2.5 
g) and dissolved in 6 mL of n-hexane. A 

diol-bonded phase cartridge (500 mg Supelco 

Co., Bellefonte, PA) was placed in a vacuum 
elution apparatus and conditioned with 6 mL 

of methanol and 6 mL of n-hexane. The oil 
solution was applied to the column, and the 

solvent was wasted while the interest 

compounds were retained in the solid phase. 
After this, it was washed with 6 mL of n-

hexane (2 x 3 mL) and 4 mL of n-

hexane/ethyl acetate (85:15, v/v). The 
phenolic compounds were eluted with 15 mL 

of methanol and the solvent was evaporated 
in a rotary evaporator at room temperature 

and low speed until dryness. The phenolic 

residue was dissolved in 2 mL of methanol.  

ABTS assay: The radical scavenging 

capacity of the oil samples was assessed by 
the ABTS method (Cano et al. , 1998; Cano 

et al., 2000).  To generate the ABTS radical 
cation ABTS in acidified ethanol it was 

treated with the enzyme system peroxidase 

(POD)/hydrogen peroxide (H2O2) and it was 

stored in dark for 12-16 hours. When the 
radical was formed, 1 mL of ABTS

•+
 was 

mixed with 20 µL of phenolic extract, and 
the absorbance was measured at 730 nm 

during six minutes. This procedure was 

applied to variable concentration of Trolox 
and the absorbance decrease was utilized as 

analytical signal to obtain the calibration 

line. The results corresponding to phenolic 
fractions were expressed as TEAC (Trolox 

Equivalent Antioxidant Capacity) values, 
mmol Trolox·kg

-1
 oil.  

 

Oxidative stability 

The oxidative stability of the examined 
oils was assessed in a 743 Rancimat 

(Metrohm, Herisau, Switzerland) eight-

channel instrument (Gutiérrez, 1989). For 
this, 2.5 g of oil were placed in each of the 

Rancimat channels. A continuous air stream 
was introduced through the oil solution to 

10 L/h, and the system temperature was 

established at 100 ºC. Changes in 
conductivity were caused by the formation 

of volatile organic acids, mainly formic ac id 

and were measured automatically and 
continuously. The peroxidation curve was 

recorded, and the inflection point was 
selected as the induction time (IT, expressed 

in hours). The higher IT value indicates the 

oxidative stability in the sample.  

 

Determination of total polyphenol content 

Total polyphenol content in VOO was 
determined according to the Folin-

Ciocalteau colorimetric method, using 

caffeic acid as a standard (Montedoro et al., 
1992). Each sample was prepared in 

duplicate and quantification was carried out 

on the basis of the external standard 
calibration curve of caffeic acid whose 

linearity ranged from 5 to 75 mg·L
-1

.  

Results of polyphenol content in the VOO 
samples are expressed as caffeic acid 

equivalent (CAE), in mg·kg
-1

 oil.  

 

Statistical analysis 

The results are expressed as mean values 

and standard deviations. The data were 
statistically analyzed by ANOVA and 

Duncan’s multiple range test. Statistical 
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significance was accepted at a level of 
p<0.05. The SPSS 18.0 software (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) was used for variance 
analysis (ANOVA) and linear regression 

analyses.  

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Antioxidant capacity of the phenolic 

fraction of VOO 

The antioxidant capacity of the phenolic 
fraction of the VOO from seven Extremadura 

olive varieties are presented in Table 1. The 

results are expressed in TEAC. The 

absorbance spectrum of radical ABTS 
generated by enzyme system peroxidase 

(POD)/hydrogen peroxide (H2O2) and 
dissolved in acidified ethanol shows different 

maximum, 414, 730 and 873 nm (Re et al., 

1999). The method is based on the measure 
of the reduction of the radical cation that is 

showed on the decrease of the absorbance at 

730 nm and the discoloration of the ABTS
•+

. 
Samaniego et al. (2007) showed that ABTS 

method was the best to measure the 
antioxidant capacity in olive oil, giving good 

results of reproducibility and also with 

acceptable correlation coefficients. 

 

Table 1 Antioxidant capacity, oxidative stability, and total phenolic compounds of seven varieties of 

VOOs obtained from fruits at three stages of ripening. 

Ripening 

index 
Variety 

Antioxidant 

Capacity 

ABTS, mmol 

Trolox·kg
-1

 

oil 

 

Oxidative 

Stability                      

hours 

 

Total phenolic 

compound mg 

CAE·kg
-1

·10 
  

Green 

RI<2 

Arbequina 1.7 
±
 0.2 

ab B
  68.5 

±
 4.4 

ab B
  40.9 

±
 5.4 

a B
 

Carrasqueña 2.5 
±
 0.4 

c B
  163 

±
 25 

d B
  120.3 

±
 15.3 

d B
 

Corniche 2.0 
±
 0.1 

b B
  171 

±
 13 

d C
  70.8 

±
 9.6 

c C
 

Manzanilla 

Cacereña 
1.6 

±
 0.1 

a B
  140.0 

±
 7.7 

c B
  70.7 

±
 7.3 

c B
 

Morisca 1.9 
±
 0.4 

ab B
  54.7 

±
 7.2 

a C
  53.7 

±
 7.7 

ab C
 

Picual 1.7 
±
 0.1 

ab B
  151.9 

±
 4.8 

cd B
  67.1 

±
 3.4 

bc C
 

Verdial de Badajoz 2.0 
±
 0.1 

c C
  47.6 

±
 2.1 

a B
  55.9 

±
 7.9 

abc B
 

Spotted 

RI=2-3 

Arbequina 1.2 
±
 0.1 

a B
  49.0 

±
 1.0 

a A
  23.4 

±
 2.4 

a A
 

Carrasqueña 1.7 
±
 0.3 

bc A
  94 

±
 2.5 

b A
  62.9 

±
 16.2 

b A
 

Corniche 1.9 
±
 0.1 

c B
  150 

±
 10 

c B
  49.7 

±
 5.5 

b B
 

Manzanilla 

Cacereña 
1.2 

±
 0.3 

a AB
  80 

±
 10 

b A
  21.7 

±
 13.2 

a A
 

Morisca 1.2 
±
 0.2 

a A
  28.3 

±
 4,3 

a A
  13.0 

±
 3.9 

a A
 

Picual 1.8 
±
 0.1 

bc B
  148.3 

±
 2.8 

c B
  59.3 

±
 2.2 

b B
 

Verdial de Badajoz 1.5 
±
 0.2 

ab B
  27.9 

±
 5.8 

a A
  24.5 

±
 5.2 

a A
 

Ripe 

RI>3 

Arbequina 0.6 
±
 0.1 

a A
  45.5 

±
 3.9 

bc A
  16.0 

±
 3.2 

a A
 

Carrasqueña 1.4 
±
 0.3 

c A
  84 

±
 17 

e A
  46.1 

±
 19.6 

c A
 

Corniche 1.3 
±
 0.1 

c A
  113.7 

±
 3.2 

f A
  29.9 

±
 3.8 

ab A
 

Manzanilla 

Cacereña 
0.9 

±
 0.1 

b A
  70 

±
 13 

de A
  20.1 

±
 8.6 

a A
 

Morisca 0.8 
±
 0.0 

b A
  30.6 

±
 2.7 

ab B
  23.2 

±
 0.7 

a B
 

Picual 1.3 
±
 0.1 

c A
  123.4 

±
 4.7 

f A
  41.9 

±
 0.5 

bc A
 

Verdial de Badajoz 0.7 
±
 0.1 

ab A
  24.4 

±
 5.1 

a A
  18.3 

±
 4.9 

a A
 

 1 
 

CAE, caffeic acid equivalents. Results are expressed as mean ± SD of three sample rep licates. 

Different small letters in the same maturation stage indicate significant statistical differences among 

varieties (Duncan´s Test, p<0.05). Different capital letters in the same column indicate significant 

statistical differences (Duncan´s Test, p<0.05) during the maturation stage. 
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For this study, 730 nm wavelength has 
been selected since good sensitivity and 

reliability is achieved (Calvo et al., 2010). 
Then, we checked the stability of the 

dissolution of the ABTS radical formed by 

absorbance measurements at 730 nm at 
intervals of 3 hours. Re et al. (1999) 

indicated that the ABTS radical was stable 

for more than two days when stored in dark 
at room temperature. However, our results 

showed that, in the same conditions, the 
absorbance varied during the first 18 hours, 

and subsequently this was maintained 

significantly the following 42 hours (Figure 
1). Therefore it is advisable the preparation 

of the radical one day before its utilization.  

Figure 1 Measurement of ABTS rad ical stability over time. 

 
Measurement of ABTS rad ical stability over time. 

 

On the other hand, Arnao (2000) 

indicated that it is a very reliable method, 

although the values of antioxidant capacity 
might depend on the chosen time to perform 

measurement. In this sense, Re et al. (1999) 

indicated 4 min as the most appropriate 
time. However, Sellappan et al. (2002) 

suggested 6 minutes for standards and 7 min 
for pure compounds in plants extracts or 

foods whereas Calvo et al. (2012)
 

considered optimal a measurement time of 
20 minutes after the start of the reaction, in 

samples of extra virgin olive oil.  In this 

work, the kinetics curves Absorbance-time, 
corresponding to the interaction of the 

ABTS radical cation with Trolox (Figure 2), 

as a standard compound, have been 
constructed. These results have 

demonstrated that the ABTS
•+

  reduction 
reaction  is completed in about 2 min and 

absorbance values do not change 

significantly up to 20 min. The selection of 
a measurement time of 3 min is enough to 

ensure repetitivity since the reaction has 

been completed successfully. This proposal 
is very time saving, since it enables the 

measurement of a large number of samples 
in a short time.  

The analytical figures of merit 

corresponding to this method are in Table 2. 

A linear relationship was observed between 
the analytical signals (loss of absorbance) 

and the concentrations of Trolox. The 

regression coefficient was 0.993. The slope 
of this plots was 0.37 kg·mmol

-1
. The limit 

of detection (LODs), calculated with the 
ACOC software package, was 0.05 by the 

Long and Winefordner method (1983) and 

0.10 mmol·kg
-1

 by the method of Clayton et 
al. (1987). The limit of quantification 

(LOQ) was calculated as LOD (Long and 

Winefordner) x 3.33, was 0.16 mmol·kg
-1

.  
The calibration curve was utilized to 

evaluate the antioxidant capacity of various 

EVOO examined and the results are in 
Table 1. In general, the antioxidant capacity 

presents an trend to decrease as the same 
time that olive ripening advances, in the 

seven olive oil varieties studied. This trend 

was significant in all maturation stages in 
Verdial de Badajoz (2.0-0.7 mmol·kg

-1
) 

variety. On the other hand, Corniche and 

Picual varieties showed similar antioxidant 
capacity from green to spotted stages and 

from this stage, the values of antioxidant 
capacity decreased significantly until ripe 
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maturation stage. However, TEAC values of 
Carrasqueña, Manzanilla Cacereña, and 

Morisca varieties decreased s ignificantly 
from green to spotted stage, and from this 

stage the antioxidant capacity remained 

constant until the ripe maturation stage. In 
general, vegetable oils contain a large 

variety of substances with antioxidant 

properties, which include free radical 
scavengers, reducing agents, complexing 

agents for pro-oxidant metals, and 
quenchers of the singlet oxygen formation 

(Gorinstein et al., 2003). The methanol 

soluble phase of vegetable oils contains 
most of the phenolic antioxidant; it is also 

called the polar fraction (Valavanidis et al., 

2004). Besides, there is not information 
about the trend of the antioxidant capacity 

as the olive ripening advances in the 
literature.  

Table 2. Analytical figures of merit for ABTS 

method. 

Parameters Trolox 

Linear regression y=0.37x+0.02 

Determination coefficient r
2
 0.993 

% Linearity 97.9 

LOD
a
 ppm 0.05 

LOD
b
 ppm 0.10 

LOQ
c
 ppm 0.17 

 1 

 

a
Limit of detection, Long and Winefordner method  

b
Limit of detection, Clayton et al. method α=β=0.05  

c
Limit of quantification, from LOD x 3.33 

 

Figure 2. The effect of the reaction time on the decrease of ABTS•+  absorbance value  for the reference 

standard Trolox. 
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The examined oils could be classified in 
different groups according to their 
antioxidant capacity from the results of 

Table 1. The first of them, lower TEAC 

values, would include Arbequina, 
Manzanilla Cacereña, and Morisca varieties, 

while the higher TEAC values were obtained 

for Carrasqueña and Corniche varieties in all 
stage of maturation. P icual and Verdial de 

Badajoz varieties did not show a clear 
grouping according to their antioxidant 

capacity. Corniche and Carrasqueña 

varieties had higher antioxidant capacity, 2 
and 2.5 mmol Trolox·kg

-1
 oil, respectively, 

in green stage. Verdial de Badajoz variety 
presented antioxidant capacity values in 

green stage of maturation similar to 

Carrasqueña variety, while it is placed in the 
second group in spotted and ripe stage of 

maturation. Our results are connected with 

those found in the literature. Therefore, 
Calvo et al. (2012) presented values of total 

antioxidant capacity of 1.35 mmol 
Trolox·kg

-1
 oil in Morisca and Picual 

monovarietal oils in ripe stage, however they 
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obtained values of 0.83 mmol Trolox·kg
-1

 
oil in commercial oil of P icual variety. Also, 

Samaniego et al. (2007) reported values of 
1.00 mmol Trolox·kg

-1
 oil in EVOO from 

Picual variety, in the years 2003/2004. 

Montedoro et al. (1992) found low values of 
antioxidant capacity (0.63 mmol Trolox·kg

-1
 

oil) in Cornicabra variety, similar to those 

obtained in our study for group varieties 
with lower antioxidant capacity in ripe stage. 

 

Oxidative stability in VOOs 

In general terms, it has been found a 

significant decrease in the time of induction 

from green to spotted olives stage of 

maturation in the most of the studied 

varieties, except for Picual variety which is 

maintained constant. From this state of 

maturation, the change in oxidative stability 

is, in general, less pronounced until the ripe 

stage of maturation (Table 1). Salvador et 

al. (2001) reported that the oxidative 

stability decreased slightly as the olive 

ripening advances, although the trend was 

not clear and in some cases there was a 

small increase with the fruit maturity.  

Within each variety, differences in the 

stability of the oil were observed for 

different stages of ripeness, and oxidative 
stability values are strongly dependent on 

each olives varieties (Oueslati et al., 2009). 
The range of values of oxidative stability 

was from 24.4 to 47.6 and from 113.7 to 

170.9 hours for Verdial de Badajoz and 
Corniche varieties respectively (Table 1) in 

all varieties for oils produced. Differences 

were observed for the various oils examined 
when analyzing the influence of olive 

maturity over the oxidative stability. This 

way, stability of oils in Morisca variety 
decreased quickly (48.26 %), while 

Arbequina, Corniche and Verdial de 
Badajoz varieties decreased slightly (about 

20 %) from green to spotted stage of 

maturation. The oxidative stability was 
constant in P icual variety until spotted stage 

of maturation and from that point it 

decreased until ripe stage of maturation 
(16.8 %). The highest oxidative stability 

was for Carrasqueña and Corniche varieties 

in green stage of maturation (Table 1) with 
statistically significant differences 

compared to the rest of varieties. The lowest 
oxidative stability was presented in 

Arbequina, Morisca, and Verdial de 

Badajoz. Manzanilla Cacereña variety 
presented intermediate values in all the 

stages of maturation. Besides, Corniche and 

Picual varieties presented the longest 
induction time along the different stages of 

maturation. These results are in agreement 
with those obtained for other researchers 

(Salvador et al., 2001; Pérez-Arquillué et 

al., 2003; Aguilera et al., 2005; Baccouri et 
al., 2008; Fuentes et al., 2008).  

 

Contribution of the phenolic fraction to 

antioxidant capacity and oxidative 

stability in VOOs 

The Trolox equivalent antioxidant 

capacity is strongly related to the 

concentration of phenolic compounds in 

olive oil. We can observe that those 
varieties which presented greatest content 

in phenolic compounds (Table 1) like 

Carrasqueña, that was the variety which 

had the highest antioxidant capacity. 

However, the varieties with minor content, 
like Arbequina and Morisca varieties, were 

the varieties which had the lowest 

antioxidant capacity. In general terms, a 

tendency to the decrease of the total 

phenolic content, was observed in all the 
varieties analyzed during ripening (Table 

1). This trend was more pronounced in 

Morisca variety from green to spotted 

stage. Phenolic content showed the same 
evolution but with less marked decrease in 

concentration of phenolic compounds in the 

rest of varieties. Regarding to oils from 

Corniche and Picual varieties it 

significantly decreased in all stages of 
maturation of olives, while from Morisca 

variety oils significantly increased up to 

ripe. Previous studies have described a 

general decrease of total phenolic 
compounds as fruit ripening advanced, 

while different trends were observed when 

examining specific compounds (Dugo et 

al., 2004; Agati et al. , 2005). Oueslati et al.  

(2009) did not find clear differences 

143



Resultados y Discusión 

 

between the content of phenolic compounds 
and the maturation index. On the other 

hand, the total phenols content showed 

significant differences (p<0.05) among the 

different varieties (Table 1). The range of 
values of total phenolic compounds 

obtained in all varieties from Extremadura 

varied from 129.8 to 1203.3 mg·kg
-1

. The 

lowest values found in green stage 

corresponded to Arbequina variety whose 
concentration was 409.4 mg·kg

-1
, while 

Carrasqueña variety was the greater 

concentration in phenolic compounds with 

values of 1203.3 mg·kg
-1

 in the same stage. 
The total phenolic compounds in olive oil 

showed positive linear correlation with 

antioxidant capacity (Figure 3), hence an 

increase in the concentration of total 

phenolic compounds causes an increase in 
antioxidant capacity. The best correlation 

between total phenolic compounds and 

antioxidant capacity was in Carrasqueña 

(r
2
=0.97) and Arbequina (r

2
=0.90) varieties 

and the worst for Morisca (r
2
=0.48) variety 

by the ABTS method. The rest of varieties 

presented moderated correlations (r
2
=0.66 

to 0.77).  

The correlation between total phenolic 

content and antioxidant capacity has been 

widely studied in different foodstuffs: fruit 
and vegetables (Kedage et al., 2007), wine 

(Fernández-Pachón et al. , 2005; Villaño et 

al., 2006), plants (Velioglu et al., 1998), 

seeds (Holasova et al., 2002) and olive oil 

(Ubando-Rivera et al., 2005; Del Carlo et 
al., 2004), showed that a high concentration 

of total phenol content implies that the 

antioxidant capacity of that food 

significantly increases due to their capacity 

to block free radicals (Gorinstein et al., 
2003; Morelló et al. , 2005; Baiano et al., 

2009). Samaniego et al. (2007) studied that 

the best correlation between total phenol 

content and antioxidant capacity was given 
by the ABTS method (r

2
 = 0.89) in oil 

samples from Picual variety from different 

harvests. Besides, they found that the olive 
oil samples studied presented a mean value 

of 201 mg gallic acid kg
−1

 oil (n = 6), whose 

value is below that the EVOO samples, 

revealing a lower content of phenolic 
compounds, which are bioactive compounds 

in olive oil with the highest antioxidant 

capacity (Gorinstein et al., 2003).  

On the other hand, it is well known that 

the behavior observed in oxidative stability, 

and therefore in oil conservation, is 

influenced by the content in phenolic 
compounds (Gutiérrez et al., 1999). 

Therefore it must be correlation between 

antioxidant capacity and oxidative stability 

and, indeed, from our results there is a range 

of correlation between of 0.66-0.97, 
depending on the variety (Figure 3). 

However, very precise relations between 

stability and the preservation of the oil 

cannot be established, because oxidative 
stability is determined under the extreme 

conditions achieved in a Rancimat (100ºC 

and oxygen saturation with air flow from 10 

l/h), while in the conservation of the oil, the 

supply of oxygen is limited and the 
temperature is much lower (Cert et al., 

1999), although this parameter can serve in 

order to have a more rigorous understanding 

of the oxidation capacity and the 
characteristic of VOO produced. On the 

other hand, the effect of concentration on 

the antioxidant capacity of phenolic 

compounds has not been fully clarified. This 

way, Baldioli et al. (1996) observed that the 
oxidative stability increased linearly with 

the concentration in olive oil with 1.10 

mmol·kg
-1

oil of antioxidant capacity while 

Mateos (2002) showed an increase of 

oxidative stability until the antioxidant 
activity reached a concentration of 

approximately 1 mmol·kg
-1 

and although the 

concentration of antioxidants increased the 

antioxidant capacity remained practically 
constant.  
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Figure 3. Linear correlat ion between antioxidant capacity and total phenolic compounds and oxidative 

stability in seven Extremadura varietiesof VOOs produced by Abencor system. 
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CONCLUSIONS 

The ABTS method contributed to the 

characterization of EVOO, from seven 
varieties of fruits from the southwest of 
Spain and it has been proved that a 3 min 

waiting time is enough to reach a reliable 
value in the measurement of antioxidant 

activity. This fact is very timely, 
considering that free radicals have short-
lived and given that permits the 

measurement of a large number of 
samples. Two different groups have been 

established in the examined oils. The first 
of them, lower TEAC values, would 
include Arbequina, Manzanilla Cacereña, 

and Morisca varieties, while the higher 
TEAC values were obtained for 
Carrasqueña and Corniche varieties.  

On the other hand, the oxidative 
stability has served to characterize VOOs. 
In this sense, the highest oxidative 

stability was for Carrasqueña and 
Corniche varieties. The lowest oxidative 

stability was presented in Arbequina, 
Morisca, and Verdial de Badajoz. 
Manzanilla Cacereña variety presented 

intermediate values. Besides, Corniche 
and Picual varieties presented the longest 
induction time.  

A good correlation was found between 
antioxidant capacity, total phenolic 
content and oxidative stability in the seven 

Extremadura varieties studied along the 
maturity of the fruit, indicating that 

antioxidant capacity is mainly influenced 
by the amount of phenolic compounds 
which greatly contribute to the inhibition 
of the lipidic oxidation.  
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PHENOLIC COMPOUNDS AND TOCOPHEROLS OF 

SEVEN OLIVE OIL VARIETIES OF SPAIN 

 

 

 

ABSTRACT 

This article reports about the presence of some of the components of minor fraction 

of virgin olive oils, polyphenols and tocopherols, in several of the VOO varieties from 
Extremadura. The relationship between both classes of compounds and the oxidative 
stability of the oils is also examined.  The levels of total phenols, α, β, and γ tocopherols 

showed significant differences (p<0.05) among the different varieties. The 
concentration of total phenolic compounds varied from 130 to 1203 mg/kg. The α-

tocopherol was the most representative in the seven varieties (95.97 %) and ranged from 
(288 - 170) to (485 - 244) mg/kg in the Morisca and Carrasqueña varieties respectively. 
On the other hand, a positive high lineal correlation was observed between oxidative 

stability and studied along the maturity of the fruit and the total phenolic compounds 
(natural antioxidants) (r2>0.90; p<0.05), α-tocopherol (r2>0.85; p<0.05), β-tocopherol 

(r2>0.70; p<0.05) and total-tocopherols (r2>0.87; p<0.05), in all the olive oils obtained 
from the seven varieties of olive from Extremadura. It is noticeable that α-tocopherol 
fraction contributed equally to the oxidative stability of all the VOO whereas the largest 

contribution was provided by the oil phenolic fraction, as it was the case of the 
Carrasqueña variety. 

 

Keywords: monovarietal virgin olive oil, stage of maturation, phenolic compounds, 
tocopherols, oxidative stability. 

 

INTRODUCTION 

Virgin olive oil is one of the main fatty 
foods in the countries of the Mediterranean 

basin where production the olive oil is 
concentrated. Its regular consumption is a 

characteristic of the so called 

“Mediterranean diet” based also on the 
consumption of great amounts of 

vegetables, cereals and fish, and whose 

beneficial effects on the health have been 
well established

1)
. These seem to be 

primarily related to its balanced fatty acid 

composition, in particular, to the high 
monounsaturated-to-polyunsaturated ratio, 

and the presence of considerable amounts of 
minor compounds that play a major role in 

preventing oxidation
2, 3)

 In the study of the 

VOO composition they have been 
classically distinguished two fractions: 

saponifiable, which is the major part (98,5-

99,5 %) and it is mainly constituted by 

triacylglicerols, free fatty acids and 
phospholipids; and the unsaponifiable (0,5-

1,5 %), minor fraction that can be divided 

into two groups; the first group consists of 
fatty acids derivatives and the second group 

includes compounds that are not directly 

related with the fatty acids, such as 
hydrocarbons, aliphatic alcohols, free 

sterols, tocopherols, chlorophylls, 
carotenoids, and phenolic compounds

4)
.  

Within the phenolic compounds present in 

VOO, both hydrophilic and lipophilic 
phenols, as tocopherols, are included. In 

VOO, the last, are mainly represented by the 

α-tocopherol (95 %), whereas there are only 
small amounts of β and γ-tocopherols. In the 

rest of vegetable oils they can be found in 

different proportions
5)

. Regarding to the 
hydrophilic phenols, referred as phenolic 

compounds hereinafter, they are not present 
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in the other vegetable oils, because they are 
lost during the different stages of the 

refining process
6)

.  

Depending on the minor components that 

are present and their proportion, a wide 

variety of VOO can be found, with different 
biological value. This way, these minor 

compounds are important because of their 

nutritional and sensorial interest and their 
ability to prevent diseases that may be 

related to oxidative damages such as 
coronary heart diseases, stroke, and certain 

types of cancers
7, 8)

. They protect the low 

density proteins (LDL) against oxidation
9)

 
because they act as antioxidants against 

reactive species
10)

 at different levels in the 

oxidative sequence involving lipid 
molecules. Therefore, the biology and 

therapeutic value of olive oil is directly 

related to its chemical composition. In most 
cases, health and dietary benefits induced by 

consumption of VOO has been related to its 
several minor constituents such as vitamins, 

phytosterols, pigments, terpenic acids, 

squalene and phenolic compounds
11, 12)

. 

Although these compounds are found at 

levels of mg/kg, and even lowers, in the 

minority fraction of VOO, many of them are 
greatly responsible not only for its healthy 

properties but also for the high oxidative 
stability of this oil and its desirable 

organoleptic characteristics and nutritional 

qualities in comparison with the rest of 
edible vegetable oils

10, 13, 14)
. It must be 

taken into consideration that the distinctive 

aroma of virgin olive oil is attributed to a 
large number of chemical compounds of 

different chemical classes, i.e., aldehydes, 

alcohols, esters, hydrocarbons, ketones and 
probably, to other unidentified volatile 

compounds
15, 16)

, but phenolic compounds in 
the AOV greatly influence also the sensory 

properties of the same. In particular, these 

compounds have been associated with the 
bitter and astringent taste

8, 17)
. On the other 

hand, and in spite of its high stability, virgin 

olive oil is also susceptible to lipid oxidative 
processes, enzymatic oxidation, photo-

oxidation and autoxidation. During these 
reactions, a series of compounds are formed 

in virgin olive oil (VOO), while minor 

components are degraded. The secondary 

oxidation products have an unpleasant 
flavor and odor and may adversely affect 

the nutritional value of the oil, causing 
finally consumer rejection. It has been 

found that phenolic compounds and 

carotenoids decrease autoxidation in oil, 
while tocopherols, chlorophylls and 

phospholipids demonstrate both antioxidant 

and prooxidant activity depending on the oil 
system and storage conditions

18)
. However, 

the vitamers of vitamin E are in general 
important natural antioxidants in foods  

because they have the ability to block the 

propagation of radical reactions although 
the different vitamers vary widely in 

activity.The oil antioxidant content in VOO 

depends on the cultivar, fruit ripening stage, 
agroclimatic conditions and olive growing 

techniques
19, 20)

, and  provides information 

about the oil’s oxidative status
21, 22)

  

According to the above, it is clear the 

interest in the better knowledge of phenolics 
and tocopherols profiles of the different 

VOOs, since it could increase their 

competitiveness in the sector. For that 
reason, the aim of this work has been to the 

characterization of seven varieties of olive 

most representative of the southwest of 
Spain (Arbequina, Carrasqueña, Corniche, 

Manzanilla Cacereña, Morisca, Picual, and 
Verdial de Badajoz), with regards to its 

phenolic compounds and tocopherols 

profiles at different stage of maturation.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Samples 

The study was carried out in an 

experimental olive (Olea europaea L.) 
cultivar maintained by the Researcher Center 

“Finca La Orden” (Badajoz, Spain) within 

the limits of the olive-growing area “Tierra 
de Barros” during the olive season 2011/12. 

The UTM coordinates of cultivar were x = 

702192.29, y = 4303406.71. The climate of 
the area is Mediterranean; the average annual 

rainfall was 404 mm, mostly distributed 

outside of a 4-month summer drought period. 
The olive orchard was composed of fifteen-

years-old olive trees (plantation frame 6 x 6 
m

2
) of seven varieties predominate in the 
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southwest of Spain: Arbequina, 
Carrasqueña, Corniche, Manzanilla 

Cacereña, Manzanilla Sevillana, Picual, and 
Verdial de Badajoz. The soil at the 

experimental orchard was a sandy loam 

(depth 2 m). The orchard was managed 
under drip irrigation with linear irrigation 

scheduling, of 3582 cm
3
water/ha (15

th
 May 

to 18
th

 November) and no tillage conditions; 
weeds were controlled with post-emergence 

herbicides. Note that the fact of getting all 
the test samples from the same experimental 

olive grow, allowed to study the effect of 

variables "variety" and "maturity stage" on 
the minor components of fruits developed in 

the same geographic area, under the same 

agronomic and pedoclimatic conditions. In 
our experiments we used a statistical design 

which is based in randomized blocks with 

three replicates for each variety. Each 
elementary block consisted on three olive 

trees. We studied the effect of different olive 
varieties in analytical parameters, and also 

the evolution of these parameters along the 

stage of maturation. A total of 63 samples of 
olives were handpicked, in perfect sanitary 

conditions. This samples were collected from 

November to January in three stages  of 
maturation, ripeness index of (0-2), (2-3) and 

(4-7), (green, spotted and ripe respectively), 
using the subjective evaluation of color of 

the skin and flesh, as proposed by Uceda and 

Frías
23)

. The olive samplings were carried 
out in the morning, taking samples randomly 

in different parts of the central area of the 

olive tree, assuming a total of 6 kg per 
variety and maturity. After harvesting, the 

olive fruit samples were immediately 

transported to the laboratory in ventilated 
storage trays to avoid compositional 

changes. The oil was extracted within 24h.  

Oil extraction was carried out within 24 

h from harvest in similar industrial 
extraction conditions using an Abencor 

analyzer (MC2 Ingeniery systems, Sevilla, 

Spain)
24)

. Olives were crushed with a 
hammer mill and were slowly mixed for 30 

min at 25ºC. Then, the obtained paste was 

centrifuged at 3500 rpm over 3 min. All the 
oil samples were separated by decantation 

and were stored away from the light in 

amber-colored glass bottles at 4ºC until 
analysis (within 1 month).  

 

Chemicals and Reagents 

Folin-Ciocalteau reagent, caffeic acid, 

and sodium carbonate used for polyphenolic 
content determination were provided by 

Panreac (Barcelona, Spain). Standars of α, 

β, γ and δ tocopherol, and HPLC mobile 
phase (98.5 % hexane + 1 % isopropanol + 

0.5 % ethanol) were provided by 
Calbiochem (U.S. and Canada) and Panreac 

respectively.  

 

Instrumental 

An UV-Vis spectrophotometer model 

HP8453 (Agilent, Madrid, Spain) was used 
for total polyphenols. Tocopherols contents 

were determined with an HPLC system 

(Agilent 1100 series, Madrid, Spain) 
equipped with a fluorescence detector and a 

Lichrosorb Si60 analytical column (25 cm x 
4.6 mm, 5 µm) (Merck).  

 

Analytical methods  

Determination of total polyphenol 

content 

Total polyphenol content in virgin olive 
oil was determined according to the Folin-

Ciocalteau colorimetric method, using 
caffeic acid as a standard

25)
. Briefly, 

extraction of polyphenols from olive oil 

samples was achieved by dissolving 10 g of 
oil in 75 mL of hexane, followed by liquid-

liquid extraction using a methanol/water 

(40:60 v/v) mixture completed to 100 mL 
with distilled deionized water. A 2 mL 

aliquot of the methanolic extract was mixed 

with 1 mL Folin-Ciocalteau reagent, 2 mL 
saturated sodium carbonate and 15 mL of 

distilled water. After 1 h, absorbance at 725 
nm was read against a blank similarly 

prepared. Each sample was prepared in 

duplicate and quantification was carried out 
on the basis of the external standard 

calibration curve of caffeic acid whose 

linearity ranged from 5 to 75 mg/L. Results 
of polyphenol content in the olive virgin oil 

samples are expressed as caffeic acid 
equivalent (CAE), in mg/kg oil.  
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Determination of tocopherols  

Tocopherols were analysed by the 

IUPAC 2.432 standard method, slightly 
modified

26)
. The identification and 

quantification were carried out with Agilent 

1200 liquid chromatograph, equipped with 
fluorescence detector with the excitation 

wavelength set at 290 nm and the emission 

wavelength at 330 nm was used. The 
analytical column was a Lichrosorb Si60 

(250 x 4.60 mm i.d., 5 μm). 2.5 g of oil 
were dissolved in 5 ml of n-hexane. The 

chromatographic separation was carried out 

for isocratic form using a mobile phase 
composed of a mixture of n-

hexane:isopropanol:ethanol (98.5:1.0:0.5, 

v/v) at a flow rate of 1mL/min. The volume 
of injection and the temperature of the 

column were of 10 μl and 30ºC respectively. 

The different tocopherols were identified by 
comparing retention times with those of 

commercial standards (Merck, Spain). 
Results are expressed as mg/kg of oil for 

each tocopherols.  

 

Oxidative stability 

The oxidative stability of the examined 

oils was assessed in a 743 Rancimat 
(Metrohm, Herisau, Switzerland) eight-

channel oxidative stability instrument. 
Briefly, 2.5 g of oil were placed in each of 

the Rancimat channels. A continuous air 

stream was forced through the oil solution 
to 10 L/h, and the system temperature was 

established at 100 ºC.
27)

 Changes in 

conductivity caused by lost of volatile 
organic acids, mainly formic acid, were 

measured automatically and continuously. 

The peroxidation curve was recorded, and 
the inflection point was selected as the 

induction time (IT, expressed in hours). The 
higher the IT value, the higher the oxidative 

stability of the sample is.  

 

Statistical analysis 

The results are expressed as mean values 

and standard deviations. The data were 
statistically analyzed by ANOVA and 

Duncan’s multiple range tests. Statistical 
significance was accepted at a level of 

p<0.05. For variance analysis (ANOVA) 

and linear regression analyses the SPSS 
18.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA) was used.  

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Total phenol compounds in VOOs  

The results obtained in the evaluation of 
the total phenolic content, according the 

above described procedure, of the oils 

obtained from olives of the various 
varieties, and picked up at different stages 

of maturation, are shown in Table 2. In 
general terms, the amount of total phenol 

contents showed significant differences 

(p<0.05) among the different varieties. The 
range of values of total phenolic compounds 

obtained in all varieties from Extremadura 

varied from 130 to 1203 mg/kg. The lowest 
values found corresponds to Morisca variety 

which concentration was from 120 to 537 
mg/kg, while Carrasqueña variety showed 

the greater concentration in phenolic 

compounds with values from 461 to 1203 
mg/kg. The highest contents in phenolic 

compounds were presented in Carrasqueña 

variety at green stage of ripeness while the 
lowest contents were observed in 

Arbequina, Manzanilla Cacereña, Morisca , 

and Verdial de Badajoz varieties. 
Intermediate contents were observed in 

Picual and Corniche varieties.  

If these results are observed, according to 

the classification established by Tous et 

al.
28) 

on the basis of the total polyphenol 
contents, it can be deduced that the oils 

obtained from Arbequina and Verdial de 

Badajoz varieties at the ripe stage of 
maturation are within the category of “low 

content in polyphenols”, because they 
showed concentrations lower than 200 

mg/kg; a great proportion of oils from the 

various varieties at the ripe or spotted stage 
corresponds to the category of “intermediate 

content in polyphenols” because they 

presented concentration between 200-350 
mg/kg. However, oils obtained with olives 

at the green stage are mostly in the “high 

content in polyphenols” category because 
they presented concentration between 350-

550 mg/kg or even higher. It is noticeable 
the high polyphenol content of oils from 

154



Resultados y Discusión 

 

Carrasqueña olives and, to a less extent, in 
Corniche, and Manzanilla Cacereña.  

Aparicio et al.
29)

 and Pardo et al.
30)

 
reported that the phenolic content in VOOs 

of Cornicabra, and Picual varieties were the 

highest of all Spanish varieties. From our 
results, it can be deduced that Picual can 

indeed to be one of the varieties with higher 

polyphenols content when comparing oils 
resulting of spotted olives. Thus, Sánchez et 

al.
31) 

and Fuentes et al.
32)

 found significant 
differences in oils from the same varieties of 

olives processed through Abencor system. 

On the other hand, reported results for other 
varieties from Spain or other countries show 

considerably lower polyphenols content. 

Pérez-Arquillué et al.
33) 

found values 
between 160-169 mg/kg for the Empeltre 

variety in the “bajo Aragón”. Gutiérrez et 

al.
34)

 studied Andalusian oils and they 
showed a mean value of polyphenols of 

181mg/kg with a great variability depending 

on the year and the olive variety. Dugo et 
al.

35)
 studied Italian varieties and they 

showed that oils with highest contents in 
phenolic compounds were from Nocellara 

del Belice and Cerasuola varieties with 

values of 277 and 328 mg/kg. However, 
Biancolilla and Tonda Oblea varieties 

showed an intermediate values in phenolic 

compounds, with values of 133mg/kg and 
137mg/kg respectively.  

The amount of phenolic compounds in 
VOOs is an important factor when we 

assess its quality, informing that natural 

phenolic compounds are able to improve the 
oxidation resistance

8)
. In this sense, the 

analysed oils can be similar to some 

Tunisian varieties like Betsijina, Chétoui, 
and Oueslali that showed a high content in 

total phenolic compound (>1000mg/kg)
36, 

37)
. This is a desirable characteristic because 

of the beneficial effects of these 

components on human health
37)

. 

 

Table 1. Analytical figures of merit.  
 

     

Parameters α-Tocopherol β-Tocopherol γ-Tocopherol δ-Tocopherol 

Linear regression y=11.4x+91 y=17.5x+1.3 y=17.4x-2.61 y=21.5x-6.7 

Determination coefficient (r
2
) 0.995 0.995 0.985 0.999 

% Linearity 96.8 96.3 97.6 98.6 

Sy/x 48.8 2.4 5.5 5.6 

LOD
a
 (mg/Linjected sol & mg/kgoil) 12 & 24 0.29 & 0.58 0.70 & 1.4 0.35 & 0.70 

LOD
b
 (mg/Linjected sol & mg/kgoil) 18 & 36 0.51 & 1.0 1.2 & 2.4 0.72 & 1.4 

LOQ
c
 (mg/Linjected sol & mg/kgoil) 39 & 78 0.97 & 1.9 2.3 & 4.6 1.2 & 2.4 

 
aLimit of detection, Long and Winefordner method 32) 
bLimit of detection, Clayton et al. method33) (α=β=0.05)  
cLimit of quantification, from LOD (Long and Winefordner method) x 3.3  

On the other hand, a decrease of phenolic 

contents, expressed as milligrams of cafeic 

acid per kilogram of oil, during ripening 
was observed in general for all varieties 

analyzed (Table 2). This decreasing trend 

was more pronounced in Carrasqueña and 
Manzanilla Cacereña varieties because they 

decreased significantly from green to 
spotted. These varieties lost almost 50 % of 

phenolic compounds when were obtained 

from oils in the spotted stage of ripeness. 

Nevertheless, the phenolic compounds 
content was constant from spotted to ripe 

stage. Arbequina variety showed the same 

evolution but with less marked decrease in 
concentration of phenolic compounds. 

Corniche and Picual varieties phenolic 
contents appreciably decreased in all stages 
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of maturation, while for Morisca variety 
significantly increased from spotted to ripe 

stages. Previous studies have described a 
general decrease of total phenolic 

compounds as fruit ripening advances, 

while different trends of specific 
compounds were observed

35)
. In the 

opposite sense, Baccouri et al.
38)

 showed 

that total phenolic compounds analysed by 

HPLC increased progressively throughout 
the ripening period until reaching a 

maximum in the ripening index between 3 
and 4, subsequently decreasing. These 

results are in agreement with those observed 

in Cornicabra variety
39)

. However, Oueslati 
et al.

40)
 did not find clear relation between 

the content of phenolic compounds and the 

ripening index.  

Figure 1: Chromatograms of the standards and one of the analyses samp les. (I) α-tocopherol; (II) β-

tocopherol; (III) γ-tocopherol and (IV) sample.  

 
 

Tocopherols fraction in VOOs 

A calibration with external standard 

method was used for the quantification of 

the tocopherols. For this purpose, 
calibration curves were obtained from 

standard solutions α, β, γ , and δ tocopherols 
in n-hexane of accurately known 

concentrations. The quantification of each 

tocopherol was obtained by plotting the 
peak area vs concentration for each standard 

tocopherols tocopherols. In Figure 1 the 

chromatograms of one of the standards and 
one of the analyses samples are shown as 

example. The analytical figures of merit 

corresponding to this method are in Table 1. 
A linear trend was observed between the 

concentrations of these compounds and the 
analytical signals.  

The limits of detection (LODs) obtained 

ranged between 0.26 and 12 mg/L (0.52 and 
24 mg/kg oil, according the procedure of 

sample preparation) by Long-Winefordner 

method
41)

 and between 0.51 and 18 mg/L 
(1.0 and 36 mg/kg oil) by Clayton 

method
42)

. The limits of quantification 

(LOQs), calculated as LOD (Long and 
Winefordner) x 3.33, ranged from 0.98 to 

39 mg/L (1.7 and 79 mg/kg oil). The LODs 
were calculated by the ACOC software 

package
43)

. 

The tocopherols found in the analyzed 
VOOs were α, β, and γ tocopherols (Table 

2). Even though these oils come from 
different cultivars, the results herein 

reported are in good agreement with other 

results previously reported for tocopherol 
contents in VOOs

38, 44-46)
.
 

Thus, α-

tocopherol was the most abundant in the 

seven examined varieties, representing 
around 96.0 % of the total while γ-

tocopherol content was always greater than 

β-tocopherol. There are several references 
about the presence of different levels of δ-

tocopherol in olive oils from various 
countries

47, 48, 59)
. However, the oils analysed 

in this study did not content δ-tocopherol 

above the LOD (0.35 mg/L) (0.7 mg/kg oil).  

As shown in Table 2, α-tocopherol 

shows significant differences between 

cultivars (p<0.05). In fact, α-tocopherol 
concentration ranges (485 - 244) mg/kg in 

Morisca variety to (288 - 170) mg/kg in 

Carrasqueña variety. Therefore, these 
results suggest that tocopherol contents are 
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highly variety-dependent, accordingly with 
others referenced

37, 49, 60)
. In literature 

different values of α-tocopherol level, in 
general in the order of some tens to three 

hundred mg/kg can be found
45, 49, 60, 65)

. For 

example, compared to Italian olive oils, 
Spanish oils have α-tocopherol levels that 

are among the highest reported (160-253 
mg/kg)

50, 61)
. 
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In terms of content in β-tocopherol, we 
found concentrations ranged from 1.96 to 

3.80 mg/kg in all varieties, while levels of 
γ-tocopherol ranged from 4.7 -19.9 mg/kg 
in Carrasqueña variety and from 12.3 to 

26.9 mg/kg in Morisca variety. García et 
al.

51)
 found β and γ tocopherols levels 

similar to those described herein in olive 
oils from different Spanish cultivars 

(Picual, Hojiblanca, Arbequina, and 
Cornicabra varieties, all acquired in 

Spanish markets) and others reported 
slightly higher values

46)
.The quantitative 

differences verified by these researcher can 
be explained by several reasons such as 

cultivar employed, ripening stage, 
agroclimatic conditions, olive-growing 

techniques, and storage conditions
46)

.  In this 
sense, Beltran et al.  have found variability 

in the tocopherol contents in oils from 29 
olive cultivars, related to crop year, due to 

the rainfall levels, being oils from the drier 
crop year which showed the highest 

tocopherol content. This effect was also 
cultivar-dependent, and, on the other hand, 

tocopherols generally decreased during the 
ripening process although γ-tocopherol 

showed an increase for the last harvesting 
dates that was related to the chlorophyll 

losses in the oil
63)

.  

Regarding to the influence of the stage of 

maturation of fruit over the tocopherols 
content of oil, α-tocopherol contents 

presented a declining trend, in general, as 
the olive ripening advances (Table 2), as 

described by others
62)

. As it was already 
mentioned, according these results α-
tocopherol contents showed significant 

differences among cultivars. However, all 
the varieties were above 280, 190, and 140 

mg/kg of α-tocopherol in green, spotted and 
ripe stage of maturation respectively, 

presenting concentrations greater than oils 
from Algerian

52)
 but with similar values 

found from Tunisian oils
36, 64)

 or European 
oils

50)
. Deiana et al.

49)
 indicated, in 

agreement with our results, that α-
tocopherol contents varied from 139.4 

(Sredki variety) to 402.2 mg/kg (Chladmi 
variety). Giacometti and Milin

53)
 reported 

contents of α-tocopherol from 1.49 to 33.7 
mg/100g in VOOs from Northern Adriatic 

region of Croatia. It is interesting to 

emphasize the high level of α-tocopherol in 
oils from Morisca variety in the three stages 

of maturation. Besides, the highest loss of 
α-tocopherol contents (about 40 %) was 
observed in Morisca variety from green to 

spotted stage followed by the decrease 
observed in Picual variety (about 15 %). 

This last variety was one with lower α-
tocopherol content in ripe stage of ripening, 

and the same happened with total 
tocopherols content. Similar concentrations 

in this stage were found in Carrasqueña 
variety which presented lower concentration 

at the three stages of maturation. In 
Manzanilla Cacereña variety α-tocopherol 

content decreased from green to spotted 
stage and, besides, Manzanilla Cacereña 

variety, together with Morisca variety, 
presented the greatest concentration of α-

tocopherol in ripe stage of maturation.  

The total tocopherols contents presented 

the same trend as the olive ripening 
advances that α-tocopherol content from all 

studied varieties from Extremadura. It is 
obvious because, as we indicated 

previously, α-tocopherol represented almost 
the 95 % of these compounds and their 

contribution to the total of tocopherols is 
greater than for the rest of tocopherols. We 

can highlight contents of (501 – 274) mg/kg 
and (310 – 175) mg/kg in Morisca and 

Carrasqueña varieties respectively. In the 
literature there are also referenced different 

tocopherols levels for other oil varieties
45)

.  
All the varieties were significantly 

decreasing in tocopherols content from 
green to spotted stage. The values were 
constant in Arbequina, Carrasqueña, 

Manzanilla Cacereña, and Verdial de 
Badajoz varieties from spotted to ripe stage 

of ripening. The rest of varieties were 
continuously decreasing until ripe stage of 

ripening. Finally, we can observe that 
Morisca variety presented the highest 

concentration of total tocopherosl in the 
three stage of maturation.  

Relating to the other tocopherols , a 
similar behaviour happened for β-

tocopherol (Table 2). In terms of the 
decrease in concentration of β-tocopherol 

with the maturation of the fruit, we can 
observe that this decrease in Corniche 
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variety was no significant of green to 
spotted stage. From the spotted stage until 

ripe, the results did not show a defined clear 
trend because the content in β-tocopherol 
was constant in Manzanilla Cacereña 

variety, while increased for Morisca variety. 
We can observe that Morisca variety 

decreased more sharply from green to 
spotted stage than the rest of varieties. In 

terms of the concentration of β-tocopherol, 
the examined varieties can be classified into 

three groups in green stage of maturation. 
The first, with the highest concentration of 

this compound, would correspond to 
Morisca and Picual varieties with 3.80 and 

3.62 mg/kg respectively. The second group 
would correspond to Corniche, Manzanilla 

Cacereña, and Verdial de Badajoz varieties 
with intermediate contents (2.79 mg/kg 

average value) that they are significantly 
different from the rest of varieties. Finally, 

the third group would be Arbequina and 
Carrasqueña varieties in the green stage of 

maturation with significantly lower contents 
in β-tocopherol of 2.10 and 1.96 mg/kg 

respectively. On the other hand, the contents 
in β-tocopherol in oils from fruits at the 

spotted stage of maturation were similar 
between varieties. We can note that β-

tocopherol in Arbequina and Carrasqueña 
varieties are below LOQs (<0.97 mg/l). In 

this sense, it has not been possible to 
quantify the β-tocopherol in ripe stage of 

maturation in Arbequina, Carrasqueña, 
Corniche, Picual, and Verdial de Badajoz 

varieties. Previous referenced data 
confirmed that the olive ripening stage 
influence on the content of tocopherols, 

being those obtained from green olives 
richest in this type of compounds than those 

obtained from ripe olives
48, 62)

. On the other 
hand, the values of γ-tocopherol were below 

LOQ in Arbequina variety in all stage of 
maturation, while in Corniche and 

Manzanilla Cacereña varieties it has not 
been quantified in green stage of 

maturation. However, γ-tocopherol did not 
show a definite trend as the olive ripening 

advances. In this sense, the reported results 
about content of each one of the tocopherols 

are diverse. Gutiérrez et al.
54)

 showed a 
clear decrease of the content in α-tocopherol 

during the ripening process in Picual, 

Verdial, and Villalonga varieties. Baccouri 
et al.

38)
 observed that the content of α-

tocopherol remained virtually constant until 
ripeness index of 3.5, decreasing until the 
last stage of maturity in Chemlali variety. 

These same authors observed, in oils of 
Chιtoui variety without any application of 

irrigation, that α-tocopherol levels did not 
show a clear trend during the maturation of 

the olives. However with the same variety, 
these authors observed that with irrigation, 

the content of α-tocopherol decrease slightly 
throughout the ripening. Gutiérrez et al.

54)
 

observed similar behaviour in Hojiblanca 
variety. Salvador et al.

39)
 found that α-

tocopherol content varied slightly during the 
ripening in Cornicabra variety, but it did 

not show a clear trend. On the contrary, 
several researchers were unable to show a 

clear relationship between the content in α-
tocopherol and the degree of ripeness of the 

olives
40)

.
 

In this sense, Baccouri et al.
38)

 
observed that the content of β and γ 

tocopherol did not show a clear trend as the 
olive ripening advances. This behaviour has 

been found by other cultivars
54)

.  

 

Contribution of phenolic compound and 

tocopherol to oxidative stability in VOOs  

It is interesting to evaluate the 
relationship between the two examined 

fractions of phenolic compounds with the 
oxidative stability of these VOO varieties 

since previous literature supports that α-
tocopherol content together with the 

phenolic compounds contributes to the 
stability of the oil

38, 44)
. 

In relation with the total phenolic 

content, it correlated well with the oxidative 
stability (oxidation induction period with 

Rancimat equipment) of the oils obtained 
using Abencor system from the seven 

Extremadura varieties, being r
2
>0.90 

(p<0.05) between both parameters over the 

maturity of the olives. 

This agrees with other reported data. 

Hence, some researchers
55) 

found a high 
correlation between total phenolic content 

and oxidative stability in Arbequina, 
Arbosana, and Koreneiki varieties (r

2
=0.80, 

p<0.05). Therefore, the olive oils obtained 
with high content phenolic compounds 
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presented a greater oxidative stability. It is 
important to evaluate the stability of the oil 

during the maturation. In the case of the oils 
examined here, the highest correlation 
between these two parameters was observed 

in Carrasqueña and Verdial de Badajoz 
varieties (r

2
>0.95; p<0.05). Other authors

30, 

32, 33, 40)
 observed a good correlation (0.78–

0.90) between oxidative stability and 

phenolic compound in VOO from different 
varieties and places. Besides, these 

researchers suggested that higher degrees of 
correlation could be obtained if the oils 

were from homogeneous groups, either by 
their origin or extraction method, and 

probably, if instead of globally assess all 
polyphenols, only those that present activity 

as antioxidants were evaluated.  

About the relationship between 

tocopherols and oxidative stability, the 
results of this study confirmed that α , β , and 

total tocopherols presented a high positive 
correlation with oxidative stability in the 

seven studies varieties (r
2
>0.85, r

2
>0.70, 

r
2
>0.87 respectively; p<0.05). A clear 

relation between γ-tocopherol content and 
oxidative stability could not be established 

because while Carrasqueña and Verdial de 
Badajoz varieties showed a positive 

correlation between both, the rest of 
varieties show a negative correlation, being 

the higher values for Carrasqueña (r
2
=0.92; 

p<0.05), and Manzanilla Cacereña (r
2
=0.81; 

p<0.05) varieties, and low for the rest of 
varieties (r

2
<0.30; p<0.05).  

Again, these results agree with other 
previous findings. In this sense, Allalout et 
al.

55)
 indicated that α-tocopherol presented a 

high correlation with oxidative stability 
(r

2
=0.90; p<0.001). Baccouri et al.

38)
 

showed the contribution of content in α-
tocopherol to oxidative stability for Chétoui 

and Chemlali tunisian varieties with 
correlation values (r

2
=0.76 and 0.78; 

p<0.05), although less important than for 
phenolic compounds. Similar results have 

been found for other oils of different 
countries

29)
, but not for all of them

37)
.  

Deiana et al.
49) 

 and Mateos el at.
44)

 
indicated that tocopherols seem to have a 

synergic effect in association with some 
phenolic compounds with significant 

antioxidant activity and α-tocopherol 
content becomes effective when the activity 

of the fraction of polar compounds is 
reduced and the primary products of 
autooxidation reach the critical 

concentration. According to this suggestion, 
the evaluation of the correlation between 

oxidative stability and α-tocopherol plus 
total phenolic compounds content seemed of 

interest. The results obtained are shown in 
Figure 2. It can be observed a high positive 

linear correlation for the seven varieties 
studied (r

2
>0.87 p<0.05). It must be 

emphasized that those varieties that had 
higher total polyphenol contents are not 

those that have higher concentration of α-
tocopherol. Hence, the Carrasqueña variety 

which presented the highest concentration 
of total phenolic compound in green stage 

of ripening, 1203 mg/kg, also it had the 
lowest concentration of α-tocopherol, 288 

mg/kg (80 and 20 % the phenolic fraction 
respectively). However, this variety is one 

of the seven varieties with higher oxidative 
stability (163 hours Rancimat). It is obvious 

to think that the greatest contribution to the 
oxidative stability of VOO was provided by 

phenolic fraction and although α-tocopherol 
fraction contributes also to this stability it is 

not the primarily responsible for oxidative 
stability. In this sense, recently, some 

authors
56)

 studied the levels of contribution 
of different olive oil constituents on stability 

and they reported that phenols appear to 
have the highest influence. Similar results 

were obtained by Manai-Djebali et al.
37)

.  
They analysed five tunisian varieties and 
they observed that Betsijina variety which 

the highest oxidative stability (110 hours 
Rancimat) was that presented the greatest 

concentration of phenolic compounds (1400 
ppm) and the greatest concentration of α-

tocopherol (238 ppm). Several researchers
57)

 
indicated that part of the phenolic fraction 

exercised greater protective activity in the 
early stages of oxidation of the olive oil, 

against the content of α-tocopherol, overall 
when the content in primary products of 

oxidation were relatively low. In the same 
line, other authors

58)
 have shown that 

phenolic compounds are more effective than 
tocopherols in the improvement of stability 

of the olive oil towards oxidation.  
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We conclude that the elevated presence 
of polyphenols and tocopherols in some of 

the VOO varieties from Extremadura 
suggests that these compounds are highly 

variety-dependent and allows the 

characterization of olive oils from the seven 
varieties in terms of the concentration of 

these compounds. The data could be used to 

define the ideal ripening degree to confer a 
good balance between chemical profiles, 

together with the best oxidative shelf-life of 
the extra virgin olive oils. Also, it is 

noticeable that Carrasqueña variety has 

highest mean values of total phenols and 
oxidative stability that can be used to 

improve the shelf life of other varieties by 

blending oils. A good correlation was found 
between total phenolics content, α-

tocopherols, and total tocopherols, and the 

oxidative stability in the oils obtained from 
the seven Extremadura varieties, studied 

along the maturity of the fruit, indicating 
that phenolic compounds contribute 

significantly to the inhibition of the lipidic 

oxidation.  

 

ABBREVIATIONS 

VOO, virgin olive oil; EVOO, extra 

virgin olive oil; LOD, limit of detection; 
LOQ, limit of quantification; CAE, caffeic 

acid equivalent ; IT, induction time.  
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PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT 

CAPACITY OF VOO ACCORDING TO MATURATION 

 

 

ABSTRACT 

The aim of this work is the characterization of Virgin Olive Oil from Arbequina, 
Carrasqueña, Corniche, Manzanilla Cacereña, Morisca, Picual, and Verdial de Badajoz 

varieties according to the individual phenolic compounds at different ripening stages. In 
all olive oils varieties studied, secoiridoid derivatives were the most abundant, followed 
by phenolic alcohols, flavonoids and phenolic acids. The secoiridoid derivatives of 

hydroxytyrosol were the most important complex phenols for Picual and Carrasqueña, 
whereas the tyrosol derivatives were the major ones found in Manzanilla Cacereña, and 

Verdial de Badajoz. For both secoiridoid derivatives, Arbequina was the oil variety 
showing the lowest concentration. Tyrosol, hydroxytyrosol, vanillic acid, p-cumaric 
acid, luteolin, and apigenin levels were greater in early harvested samples in almost all 

the oils analyzed. Antioxidant activity (antiradical, lipid peroxide inhibition, H2O2 and 
NO scavenging) was also accomplished for the seven varieties in the first ripening 

stage. 

 

Keywords: monovarietal virgin olive oil; stage of maturation; phenolic compounds; 

antioxidant activity 

 

INTRODUCTION  

An ample number of phenolic compounds 

are present in Virgin Olive Oil (VOO). 
Although they comprise a minor family 

(found at levels of mg/Kg), they are 
responsible for the nutritional and 

organoleptical properties, together with the 

higher oxidative stability of this oil, in 
comparison with the rest of edible vegetable 

oils (Velasco and Dobarganes, 2002). 

Furthermore, it has been suggested that high 
concentrations of phenolic compounds in 

olive oil may contribute to the healthy action 

of the Mediterranean diet (Paiva-Martins et 
al., 2010) because they exhibit protective 

effects against neuro-degenerative and 
cardiovascular diseases and even show 

antiproliferative effects (Owen, Giacosa, 

Hull, Haubner, Spiegelhalder, & Bartsch, 
2000),

 
contributing at the same time to 

protect the organism against oxidative 

damage (Valavanidis et al. , 2004). 
Remarkably, the European Food Safety 

Aurhority (EFSA) has recently claimed 
(http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/d

oc/2033.pdf) that: “the consumption of olive 
oil rich in polyphenols (hydroxytyrosol, 5 

mg/day) contributes to the protection of 
oxidative damage to lipids in blood”.  

A wide range of phenolic compounds 

have been identified in virgin olive oil, 
including phenolic alcohols, secoiridoid 

derivatives, phenolic acids, lignans, and 

flavonoids (Artajo, Romero, Suárez, & 
Motilva, 2007). Traditionally, separation 

and quantifaction of phenolic compounds in 

the extract isolated from VOO by liquid-
liquid extraction or by solid phase 

extraction have been carried out by HPLC 
analysis coupled mostly with UV, 

electrochemical and mass spectrometry 

detection systems (Ouni, Taamalli, Gómez-
Caravaca, Segura-Carretero, Fenández-

Gutiérrez, & Zarrouk, 2011). Using mainly 

HPLC and phenolic compound profiles, 
several studies have reported the 

differentiation of VOOs according to their 
cultivar or geographical origin (Allalout, 

Krichène, Methenni, Taamalli, Oueslati, & 

Daoud, 2009) suggesting that the oil 
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antioxidant content is not constant; it 
depends on the cultivar, fruit ripening stage, 

agroclimatic conditions and olive growing 
techniques (Uceda and Hermoso, 2001; 

Tovar, Romero, Alegre, Girona, & Motilva, 

2002). Therefore, depending on the minor 
components that are present and their ratio, 

a wide variety of VOOs can be considered, 

with different biological value.  

Olive fruit undergo a series of changes 

during ripening. Accordingly, it is necessary 
to develop a methodology for determining 

the best harvesting time for each variety, in 

order to optimize the productivity of groves 
and to obtain high-quality olive oil. Several 

authors have reported the influence of 

harvesting time in VOO quality (Ouni et al. , 
2011). This illustrates the necessity to 

determine the best ripening stage for the 

picking and processing of each olive 
cultivar. For that reason, the aim of this 

work is to evaluate the individual phenolic 
profiles of the extract of virgin olive oils 

obtained from the seven olive varieties most 

representative of the southwest of Spain 
(Arbequina, Carrasqueña, Corniche, 

Manzanilla Cacereña, Morisca, P icual, and 

Verdial de Badajoz) at different stages of 
ripening. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Samples 

The study was carried out in an 

experimental olive (Olea europaea L.) 
cultivar maintained by the Researcher Center 

“Finca La Orden” (Badajoz, Spain) within 

the limits of the olive-growing area “Tierra 
de Barros” during the olive seasons 2011/12 

and 2012/13. The UTM coordinates of 
cultivar were x = 702192.29, y = 4303406.71. 

The climate of the area is Mediterranean and 

the average annual rainfall was found to be 
404 and 501 mm in 2011/12 and 2012/13 

crop seasons respectively. The olive orchard 

was composed of fifteen-year-old olive trees 
(plantation frame 6 x 6 m

2
) of seven varieties 

that predominate in the southwest of Spain: 

Arbequina, Carrasqueña, Corniche, 
Manzanilla Cacereña, Manzanilla Sevillana, 

Picual, and Verdial de Badajoz. The soil at 
the experimental orchard was a sandy loam 

(depth 2 m). The orchard was managed 
under drip irrigation with linear irrigation 

scheduling, of 3582 cm
3
water/ha (15th May 

to 18th November) and no tillage conditions; 

weeds were controlled with post-emergence 

herbicides. It is noticeable that the fact of 
getting the entire test samples from the same 

experimental olive grow allowed to study the 

effect of the variables "variety" and "maturity 
stage" on the minor components of fruits 

developed in the same geographic area, 
under the same agronomic and pedoclimatic 

conditions.  

In the selection of the samples in our 
experiments we used a statistical design 

which is based in randomized blocks with 

three replicates for each variety, each 
elementary block consisting of three olive 

trees. We studied the effect of different olive 

varieties in analytical parameters, and also 
the evolution of these parameters along the 

stage of maturation. A total of 63 samples of 
olives were handpicked, in perfect sanitary 

conditions. This samples were collected from 

November to January in three stages of 
maturation, ripeness index of (0-2), (2-3) and 

(3-7), (green, spotted and ripe, respectively), 

using the subjective evaluation of color of 
the skin and flesh, as proposed by Uceda and 

Frías (1975). The olive sampling was carried 
out in the morning, taking samples randomly 

in different parts of the central area of the 

olive tree, assuming a total of 6 kg per 
variety and maturity. After harvesting, the 

olive fruit samples were immediately 

transported to the laboratory in ventilated 
storage trays to avoid compositional 

changes; the oil was extracted within 24 h.  

Oil extraction was carried out within 24 
h from harvest in a similar way as industrial 

extraction conditions using an Abencor 
analyzer (MC2 Ingeniery systems, Seville, 

Spain) according to the procedure reported 

by Martínez, Muñoz, Alba, & Lanzón 
(1975). Olives were crushed with a hammer 

mill and were slowly mixed for 30 min at 

25ºC. Then, the obtained paste was 
centrifuged at 1438g over 3 min. All the oil 

samples were separated by decantation and 
were stored away from the light in amber-

colored glass bottles at 4ºC until analysis 

(within 1 month).  
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Analytical quantifications of the phenolic 

content. 

Determination of Phenols by Solid Phase 

Extraction Reversed Phase High-

Performance Liquid Chromatography 

(SPE RP-HPLC). 

A sample of filtered virgin olive oil was 
weighed (2.5 g), and 250 μl of a methanolic 

solution of the internal standards (50 ppm of 
p-hydroxyphenylacetic acid (PHFA) and 10 
ppm of o-cumaric acid) was added. The 
solvent was evaporated under reduced 

pressure at 35 ºC, and then the remaining oil 
was dissolved in hexane (6 ml).  

A diol-bonded phase cartridge (Isolute, 

Biotage, PA) was used to extract the 
phenolic fraction. The cartridge was 
conditioned with methanol (6 ml) and hexane 
(6 ml), and the oil solution was then applied 

to the SPE column. The column was washed 
with hexane (2 x 3 ml) and with an 85:15 
hexane-EtOAc mixture (4 ml), which were 
run through the cartridge and discarded. 

Finally, the phenols were eluted with 
methanol (15 ml), and the solvent was 
removed under vacuum at 35 ºC. The 
phenolic residue was dissolved in 1:1 

methanol-water mixture (250 μl) for HPLC 
analysis. 

HPLC analysis was performed using an 
Agilent Technologies series 1200 system 

equipped with an automatic injector, a 
column oven, and a diode array UV detector. 
A Zorbax column SB-C18 (250 x 4.6 mm 

ID, 5 μm particle size, Agilent Technologies, 
USA) was used, maintained at 30 ºC with an 
injection volume of 20 μl and with a flow 
rate of 1.0 ml/min. The mobile phase was a 

19:1 mixture of water-acetic acid (solvent 
A), methanol (solvent B), and acetonitr ile 
(solvent C). The elution gradient was from 
95% (A)-2.5% (B)-2.5% (C) to 34% (A)-

33% (B)-33% (C) in 50 min, following by 
100% (B) for 15 min to clean up the column. 
Chromatograms were taken at 240, 280 and 
335 nm. 

Phenolic compounds were identified 
using standard substances and their UV 
characteristic spectra. They were quantified 

by a seven-point regression curve on the 
basis of the standards obtained from 
commercial suppliers. To build the 

calibration curves, standards methanolic 
solutions containing a ll phenolic compounds 
in variable concentrations (Table 1) were 
prepared in triplicate, 20 μl of the solution 

was injected in the chromatographic system 
and separation and detection were carried out 
under the optimized conditions. 
Quantification of flavones, ferulic and caffeic 

acids were carried at 335 nm using o-cumaric 
acid as internal standard; quantification of 
secoiridoid derivates and hydroxytyrosol 
acetate was accomplished at 280 nm using o-

cumaric acid as internal standard; the 
quantification of the rest of the phenolic 
compounds was carried out at 280 nm using 

PHFA as internal standard. Once the 
chromatograms were obtained, the retention 
time and the peak area were measured using 
the ChemStation software package.  

 

Antioxidant assays 

DPPH method 

The antiradical activity of the oils of the 

seven olive varieties (IM < 2, 2012/13 crop 
season) were measured using 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical (DPPH) following the 
procedure reported by Prior, Wu, and 

Schaich (2005). The assays were performed 
in a Hitachi U-2900 spectrophotometer, 
using PS cuvettes. 

To a 60 µM methanolic solution of DPPH 

(HPLC-grade, 1.17 ml) was added the 
methanolic solution of the extract (30 µl, 7 
different concentrations), or pure methanol 

as the control. The corresponding mixtures 
were kept in the darkness at rt for 30 minutes 
and then, the absorbance was measured at 
515 nm against a blank (MeOH). Plotting the 

values of DPPH remaining vs. extract 
concentration allows a straight line from 
which the EC50 (the concentration of the  
antioxidant required to reduce the 

concentration of the DPPH to 50% of its 
initial value) is ca lculated. All the 
measurements were carried out in triplicate. 
The remaining DPPH concentration was 

calculated using the expression: 

100 x 
A

A
remaining %DPPH

control

sample


 
Asample and Acontrol refer to the 

absorbances at 515 nm of DPPH in the 
sample and control solutions, respectively.  
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H2O2 scavenging 
H2O2-scavenging activity of the olive oils 

(IM < 2, 2012/13 crop season) was measured 
using the procedure reported by Bahorun et 

al. (1996). To a solution of 3x10
-3

% H2O2 

(100 µl), 0.1 M NaCl (100 µl) and 0.1 M 
phosphate buffer (pH 7.4, 700 µl) was added 

a methanolic solution of the olive oil (4.0 

mg/ml, 100 µl), or pure MeOH (100 µl) 
instead of the sample, for the control. The 

corresponding mixture was incubated in the 
darkness at 37 ºC for 20 min. Then, a 

solution containing phenol red (0.2 mg/ml) 

and horseradish peroxidase (0.1 mg/ml) in 
0.1 M phosphate buffer (pH 7.4, 1.0 ml) was 

added. The corresponding solution was kept 

at 37 ºC during 15 min. Then, 1 M NaOH 
(100 µl) was added, and the mixture was 

kept at rt for 10 min; after that, the 

absorbance was read at 610 nm against a 
blank. All the measurements were carried out 

in triplicate. The results are expressed as 
percentages of reduction of H2O2: 

100 x 
A

AA
OHreduction  %

22

22

OH

sampleOH

22


  

AH2O2 refers to the control solution with 

MeOH instead of the sample, and Asample 
refers to the absorbance of the oil-containing 

solutions.  

 

Lipid peroxidation assay (Ferric 

thiocyanate method, FTC) 

Inhibition of the peroxidation-mediated 
degradation of a lipid matrix (linoleic acid as 

the model compound and 2,2’-azobis(2-

methylpropionamidine) dihydrochloride  
(AAPH), as the free radical initiator) was 

measured using the ferric thiocyanate method 
(FTC), following the procedure reported by 

Olszewska, Presler and Michel (2012), olive 

oils with IM < 2, for the 2012/13 crop season 
were used. 

To a methanolic solution of the olive oil 

(5.6 mg/ml, 37 μl) and 1.3% (w/v) 

methanolic linoleic acid (175 μl) in H2O (88 

μl) and 0.2 M phosphate buffer (pH 7.0, 175 

μl) in a screw-cap vial was added AAPH in 

buffer (55.3 mM , 25 μl). The control 

solution was prepared by adding pure MeOH 

(37 μl), instead of the sample. The vial was 

incubated at 50 ± 0.1 ºC for 24 h in the 

darkness. After that, an aliquot (30 μl) of the 
reaction mixture was dissolved in a 3:1 H2O-

MeOH solution (2.91 ml), and a 10% 

aqueous solution of NH4SCN (30 μl) and 20 

mM FeCl2 in 3.5% HCl (30 μl) were added; 

after 3 min of incubation at rt, the absorbance 

was measured at 546 nm against the 
corresponding blank.  

The results are expressed as the 
percentage of lipid peroxidation inhibition: 

100 x 
A

AA
Inhibition %

control

sampleontrolc 


 
Acontrol refers to the solution containing 

pure MeOH instead of the sample, and 

Asample refers to the absorbance of oil-

containing solutions.  
 

Nitric oxide scavenging activity 

Nitric oxide scavenging activity was 
measured using the Griess Illosvoy reaction 

(Garrat, 1964); olive oils with IM < 2, for the 
2012/13 crop season were used. To a 

solution of 40 mM phosphate buffer saline 

(pH 7.0, 0.15 ml) and MeOH (0.10 ml) were 
added a methanolic solution of the olive oil 

(5.6 mg/ml, 50 μl) and a 10 mM solution of 

sodium nitroprusside in buffer (0.4 ml). The 
control solution was prepared using pure 

MeOH (50 l) instead of the sample. After 

incubation at rt for 125 min, a 2% (w/v) 
solution of sulfanilamide in 4% (v/v) H3PO4 

(0.3 ml) was added, and the mixture was 

incubated at rt for further 5 min. After that, a 
0.2% (w/v) solution of N-(1- naphthy) 

lethylenediamine dihydrochloride in water 
(0.3 ml) was added, and the mixture was 

incubated at rt for additional 30 min. Finally, 

the absorbance was measured at 540 nm 
against the corresponding blank. 

The results are expressed as the 

percentage of lipid peroxidation inhibition: 

100 x 
A

AA
Inhibition %

control

sampleontrolc 


 

Acontrol refers to the solution containing pure 
MeOH instead of sample, and Asample refers 

to the absorbance of oil-containing solutions.  
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Statistical analysis  

For the statistical analysis of the phenolic 

content, a factorial design was 
accomplished in order to considerer the 

different factor effects; such factors 

involved in the experimentation were 
variety and years in each stage of 

maturation separately (green, spotted and 

ripe). The model included interactions 
between factors for each of the dependent 

variables. The data were statistically 
analyzed by ANOVA and Duncan’s 

multiple range tests to determine at which 

level the factors influence on the dependent 
variables considered. The adequacy of the 

model was assessed through standardized 

remainder study, to check the normality of 
the data and homogeneity of the variances. 

Statistical significance was accepted at a 

level of p<0.05. For variance analysis 
(ANOVA) the SPSS 18.0 software (SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA) was used. If the 
interaction was not significant, the results 

were expressed as the mean values between 

two crop years. The standard deviation (SD) 
was calculated.  

 

RESULTS 

The individual phenolic compounds were 
identified and quantified by HPLC with 

using their corresponding external standards 

calibration curves, except in the case of the 
secoiridoid derivatives, which were 

quantified using standards calibration 

curves of oleuropein due to absence of pure 
standards. Table 1 shows the analytical 

parameters of calibration used in the HPLC 
characterization. Limits of detection (LODs) 

and Limits of quantification (LOQs) ranged 

from 0.04 to 2.04 and 0.12 to 6.79 mg/kg in 
oil, respectively. The linearity range of the 

analytical procedure was from 98.5 to 

99.3% for the studied compounds. We used 
seven different concentrations for the 

phenolic standards and such standard 
solutions were injected three times. All the 

calibration curves, which were obtained as a 

function of the integrated peak area, were 
linear over the studied range, with 

determination coefficients (r
2
) > 0.99 for all 

the components.  
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The analysis of phenolic profiles allowed 
the separation and identification of 24 

phenolic compounds (Figure 1), all of them 
were identified by HPLC-ESI-MS, no 

qualitative differences were found in the 
phenolic fraction profile between virgin 

olive oils from different varieties.  

 

Figure 1. HPLC chromatogram of the phenolic extract olive oil. Signal was recorded at f 280 
and 335 nm. Peak assignments:1, hydroxytyrosol (3,4 DHPEA); 2, tyrosol (p-HPEA); IS(1), p-
hydroxyphenylacetic acid (internal standard); 3, vanillic acid; 4, vanillin; 5, p-coumaric acid; 6, 
3,4-DHPEA-AC [hydroxytyrosol acetate, 4 (acetoxyethyl)-1,2-dihydroxybenzene]; IS(2), o-
cumaric acid; 7, 3,4-DHPEA EDA (dialdehydic form of elenoic acid linked to hydroxytyrosol); 
8, pinoresinol; 9, 1-acetoxypinoresinol; 10, p-HPEA-EDA (dialdehydic form of elenoic acid 
linked to tyrosol); 11, oleuropein aglycon (3,4-DHPEA-EA); 12, ligstroside aglycon (p-HPEA-
EA); 13, caffeic acid; 14, ferulic acid; 15, luteolin; 16, lpigenin. 
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However, significant quantitative 
differences were observed in a wide number 

of phenolic compounds. In all olive oils 
studied, secoiridoids derivatives were the 

most abundant, followed by phenolic 

alcohols, flavonoids and phenolic acids. 
Oleuropein derivatives: 3,4-DHPEA-EDA 

(an ester between hydroxytyrosol and to the 

dialdehydic form of elenolic acid) and 3,4-
DHPEA-EA (hydroxytyrosol linked to the 

aldehydic form of elenolic acid), 
ligustroside derivaties: p-HPEA-EDA 

(tyrosol linked to the dialdehydic form of 

elenolic acid), p-HPEA-EA (tyrosol linked 
to the aldehydic form of elenolic acid) and 

3,4-DHPEA-AC (hydroxytyrosyl acetate) 

were the major compounds in the seven 
varieties. Their concentration were at least 

28 times that of the minor compounds (3,4-

DHPEA (hydroxytyrosol), p-HPEA 
(tyrosol), vanillic acid, vanillin, p-cumaric 

acid, caffeic acid, ferulic acid, luteolin, and 
apigenin).  

On the other hand, gallic, 3,4-

dihydroxyphenylacetic, gentisic, 4-
hydroxybenzoic, syringic, m-coumaric, o-

coumaric, and cinamic acids were not 

detected in oils from Extremadura varieties 
by HPLC-ESI-MS.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

A multivariate analysis was computed to 
assess the effect of variety and crop season 

variables on each stage of maturation. On 

the other hand, the major compounds 
showed a significant interaction between 

crop seasons and varieties, so data from two 

crop seasons are shown independently 
(Table 2). 

On the other hand, there was not a clear 

tendency in 3,4-DHPEA-EDA concentration 
throughout the ripening process in both crop 

seasons. Carrasqueña variety presented the 
highest values of 3,4-DHPEA-EDA 

concentration in the green stage of 

maturation, while Corniche variety 
presented the highest values in the spotted 

and ripe stages in both crop years.   

The highest value of the p-HPEA-EDA 
was observed in the second stage of 

maturation in Verdial de Badajoz variety 
and, the lowest value was observed in 

Carrasqueña variety in ripe stage of 

maturation in both crop seasons (36.11 and 

14.52 mg.kg
-1

 respectively). In general, 
values found in spotted stage of maturation 

were the highest ones.  

Remarkably, 3,4-DHPEA-AC could not 

be detected in some of the ana lyzed 

varieties. Moreover, the highest values of 
the 3,4-DHPEA-EA were observed in the 

spotted stage of maturation for Arbequina, 

Corniche, and Morisca (Table 2). The 
general tendency was to increase from green 

to spotted stage of maturation and to 
decrease from spotted to ripe in both crop 

seasons. The same tendency was observed 

for p-HPEA-EA. The highest values for this 
compound were in Morisca, Corniche and 

Verdial de Badajoz (151.16, 133.31 and 

127.13 mg.kg
-1

 respectively) in 2011/2012 
crop season and for Verdial de Badajoz and 

Corniche (139.56 and 117.92 mg.kg
-1  

respectively) in 2012/2013 crop season 
(Table 2).  

Among the phenolic compounds present 
at lower concentrations, phenolic acids were 

the first family to be identified in Virgin 

Olive Oil. Vanillic, p-cumaric and ferulic 
acids, and vanillin were identified in 

different concentrations considering 

varieties and maturation stages. None of the 
phenolic acids analyzed, except for ferulic 

acid, showed a correlation between crop 
seasons and varieties in each stage of 

maturation. Therefore, in these cases, we 

depict the mean values of the two crop 
seasons for these variables (Table 3).  

Vanillic acid presented values ranged 

between 0.34-2.00, 0.22-0.60 and 0.09-0.44 
mg.kg

-1 
in the green, spotted and ripe, 

maturation stages, respectively. Arbequina 

and Picual varieties showed the highest 
values of vanillic acid in green and spotted 

stage of maturation. Besides, this phenolic 
compound was not quantified in Corniche 

and Arbequina varieties in ripe stage of 

maturation according to LOQs shown in 
Table 1. There was a tendency to decrease 

the concentration of these compounds by 

the ripening process, being statistically 
significant from green to spotted stage of 

maturation. From spotted to ripe the 
concentration of vanillic acid remained 

constant.  
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Vanillin concentration ranged from 0.17-
0.47, 0.18-0.41 and 0.17-0.19 mg.kg

-1
 in 

green, spotted and ripe stages respectively, 
with no significant differences between 

varieties in ripe stage of maturation. 

Arbequina and Picual varieties showed the 
highest concentration in green stage of 

maturation. Thus, there was a decrease of 

the concentration of these compounds with 
the ripening of the fruit, being no 

statistically significant in some cases. 
Verdial de Badajoz variety decreased a 50% 

from green to ripe stage of maturation while 

Corniche and Manzanilla Cacereña did not 
show a significant variation throughout the 

ripening process.  

p-Cumaric acid ranged from 0.29-1.37, 
0.18-0.41 and 0.19-0.69 mg.kg

-1
 in green, 

spotted and ripe respectively with 

significant differences between varieties. It 
is noticeable that Morisca and Carrasqueña 

had the highest values significantly and 
Corniche and Manzanilla Cacereña had the 

lowest values that the rest of studied 

varieties in the three stage of maturation. 
Besides, there was a decrease of the 

concentration of this compound with the 

ripening of the fruit except for Carrasqueña 
and Corniche.  

Ferulic acid could not be quantified in 
the most of the analyzed oils, being the 

values obtained in the first crop season 

lower than in the second one.  

The main phenolic alcohols found in the 

examined varieties of virgin olive oils were 

3,4-DHPEA (hydroxytyrosol) and p-HPEA 
(tyrosol). In this way, independently of the 

crop season, we could find significant 

differences among varieties with regard to 
phenolic alcohols. In general, the 

concentration of tyrosol was higher than 
that of hydroxytyrosol. The highest 

concentration of hydroxytyrosol was 

observed in virgin olive oil from Picual 
variety in all stages of maturation, followed 

by Carrasqueña in green and ripe stage of 

maturation and by Morisca in ripe stage. On 
the contrary, Arbequina showed the lowest 

values of 3,4-DHPEA in the three stages of 
maturation. The general trend of this 

compound is to decrease its concentration 

along the ripening process, with the 
exception of the Morisca variety that 

showed an increase from spotted to ripe and 
Verdial de Badajoz, which does not suffer 

significant changes in any stage of 

maturation. p-HPEA did not show a clear 
tendency for any of the seven studied 

varieties along the ripening process. In the 

case of p-HPEA, Manzanilla Cacereña 
variety presented highest concentrations in 

the three stages of maturation with values 
higher to 5 mg.kg

-1
, followed by Verdial de 

Badajoz. On the other hand, Arbequina 

showed values lower than 2 mg.kg
-1

.  

Luteolin and apigenin showed a 

significant interaction with crop season and 

varieties factors in green and spotted stages 
of maturation (Table 3). Furthermore, 

significant differences between varieties can 

be observed. Morisca variety presented the 
highest values of luteolin, while Manzanilla 

Cacereña presented the highest values of 
apigenin for stage of maturation ripe.  

Concerning the antioxidant profile of the 

seven oil varieties considered herein, the 
results are depicted in Table 4 and figure 2; 

four different antioxidant tests have been 

conducted: DPPH and FTC method (for 
quantifying the antiradical activity), H2O2 

and NO scavenging; the latter being an 
example of a Reactive Nitrogen Specie 

(RNS). BHT, a widely-used synthetic 

antioxidant, is included as a reference 
compound. It is remarkable mentioning that, 

whereas DPPH considers antiradical activity 

against a commercially-available free 
radical, FTC measures such activity by 

thermal-inducement of alkyl peroxide-type 

free radicals using a lipid matrix as model 
(linoleic acid) and AAPH as the free radical 

initiator. Moreover, NO is also generated in  
situ by spontaneous decomposition of 

sodium nitroprusside in a buffered aqueous 

medium. 

Preliminary results suggested that the 

strongest antioxidant activity was found in 

the first maturity stage (IM < 2), so this is 
only the stage considered for all the cases. 

Data show almost no variation in the 
capacity of scavenging H2O2 (69.9%-

76.8%), at 0.4 mg/ml final concentration. 
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Regarding DPPH, all the analyzed 
fractions exhibited strong anti-radical 

inhibition, but some differences can be 
found; those varieties showing more potent 

anti-radical activity (the lowest EC50 values) 

are Carrasqueña, Arbequina and Corniche 

(EC50 = 14.8, 16.9, and 17.0 μg/ml, 

respectively), whereas those with a reduced 

activity compared with the former varieties 
were found to be Verdial de Badajoz, 

Morisca and Manzanilla Cacereña (26.6, 

25.7, and 25.2 μg/ml).  

Although free radicals are also involved 

in the lipid peroxidation assay, results are 

not the same as those found for DPPH; thus, 
for example, the strongest inhibition of 

linoleic acid degradation was found for 

Picual, Manzanilla Cacereña and 
Carrasqueña (45.1%, 40.1%, 39.4%, 

respectively). Such result suggests the 
importance of the medium and nature of the 

free radical employed for considering the 

antioxidant test (Table 4 and figure 2). 

NO scavenging activity was the method 

which showed the most pronounced 

differences in activity, ranging from 29.8% 
(Morisca) to 40.7% inhibition (Arbequina, 

Carrasqueña) at 0.4 mg/ml final 
concentration. 

Therefore, in general, Arbequina and 

Carrasqueña are the varieties with a better 
antioxidant profile, Morisca and verdial de 

Badajoz being the ones with the poorest 

antioxidant activity.  

 

Figure 2. Antioxidant activity comparison between the seven olive varieties 
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DISCUSSION  

The most important phenolic compounds 

that have been identified in VOO may be 

divided into different groups: phenolic 
acids, phenolic alcohols, secoiridoids, 

lignans, and flavones (Bendini et al. , 2007; 
Brenes et al. , 2000). HPLC profiles for the 

minor polar phenolic compounds are 

similar, but their amounts present notable 

variations between varieties. A series of 
metabolic processes – chemical and 

enzymatic reactions – take place during fruit 
ripening and processing, resulting in the 

production of free phenols and inducing 

variations in the phenolic profile of several 
compounds.  
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However, the secoiridoids derivatives of 
tyrosol and hydroxytyrosol are the ma in 

phenolic compounds in fresh olive oils 
(Oliveras-López, Innocenti, Giaccherini, 

Ieri, Romani, & Mulinacci, 2007). 3,4-

DHPEA-EDA was found to be the most 
significant example of complex phenols for 

Picual for the green maturation stage, 

whereas p-HPEA-EDA were the major ones 
found in Manzanilla Cacereña (spotted and 

ripe maturation stages) and Corniche  (green 
maturation stage), for both crop seasons; for 

both secoiridoid derivatives, the lowest 

concentration was found in Arbequina. In 
this context, Manai-Djabali et al. (2012) 

showed that the Betsijina fresh oil presented 

the highest values of secoiridoids (up to 
32.3 and 213.3 mg/kg, respectively), values 

within those found in our study.  

Furthermore, some researchers have 
previously found that 3,4-DHPEA-EA and 

p-HPEA-EA content was low in Arbequina 
olive oil (Lozano-Sánchez, Segura-

Carretero, Menendez, Oliveras-Ferraros, 

Cerretani, & Fernández-Gutierrez, 2010; 
Bakhouche, Lozano-Sánchez, Beltrán-

Debón, Joven, Segura-Carretero, & 

Fernández-Gutiérrez 2013). On the other 
hand, a decrease of the total phenolic 

content during ripening was generally 
observed, in all the varieties analyzed. 

Tyrosol, hydroxytyrosol, vanillic acid, p-

cumaric acid, luteolin, and apigenin levels 
were higher in early harvest samples in 

almost all the oils analyzed, these results 

being in agreement with Jiménez, Sánchez-
Ortiz, Lorenzo, & Rivas (2013) for the 

Picudo variety. In this sense, the 

concentration of the simple phenol vanillin  
progressively decreased in a 54.5% as 

ripening progressed (Jiménez et al. , 2013). 
Besides, they reported that hydroxytyrosol 

levels decreased by 50.40% in late harvest 

samples. These results are in agreement 
with those obtained by Martinez, Hodaifa 

and Lozano (2010), who reported that 

tyrosol and hydroxytyrosol concentrations 
decreased with increasing olive ripeness in 

Picual and Arbequina varieties. The reason 
for the wide content distribution observed 

for these two phenols may be that 

hydroxytyrosol and tyrosol can be produced 
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by the partial hydrolysis of their derivatives 
(Montedoro, Servilli, Baldioli, & Miniati, 

1992). In fact, Godoy-Caballero, Acedo-
Valenzuela, and Galeano-Díaz (2012) 

analyzed commercial VOO of several 

Spanish varieties and they found higher 
concentration of these phenolic alcohols 

than those found in our study.  

With regard to the crop seasons studied, 
the major compounds showed a significant 

interaction between crop seasons and 
varieties. In this sense, we observed lower 

values in the first crop season that could be 

mainly attributed to the higher rainfall 
occurred during this crop year (97 mm 

more). It is well documented that the total 

phenol content depends on the zones of 
cultivation, growing conditions and, mainly, 

of the climatic characteristics (Aguilera, 

Beltrán, Ortega, Fernández, Jiménez & 
Uceda, 2005). Fuentes et al., “Unpublished 

results” found that the lowest values of total 
phenolic compounds and oxidative stability 

corresponded to crop year 2007/08, featured 

with bad ambient conditions. Moreover, the 
higher temperatures experienced in southern 

Lebanon in 2010 compared to 2011 might 

be responsible for the lower phenolic 
content of Baladi olive oil for the former 

year. (Inglese, Famiani, Galvano, Servili, 
Esposto, & Urbani, 2011).  

On the other hand, we have found no 

significant interaction for the minor 
phenolic compounds, which hypothetically 

are affected to a lower by ambient 

conditions, and the year of study.  

Low flavonoid levels represented by 

luteolin and apigenin were observed in all 

the olive oils analysed. Several authors have 
reported that flavonoids such as luteolin and 

apigenin are also phenolic components of 
VOO (Carrasco-Pancorbo et al., 2005). 

Similar results were found by Ouni et al.  

(2011) who observed concentrations of 
these compounds that varied from 0.74 to 

6.54 and 0.086 to 1.5 mg.kg
-1

, respectively. 

Besides, these researchers report that, in 
spite of their low concentrations, luteolin 

and apigenin showed significant differences 
between oils from different varieties. Low 

flavonoid levels represented by luteolin and 

apigenin were observed in all the olive oils 

analysed, with concentrations that varied 
from 0.49 to 6.21 mg.kg-

1
 and 0.17 to 1.87 

mg.kg
-1

, respectively.  

Carrasqueña was found to be the variety 

with the lowest EC50  value, and to have the 

second best activity against NO and lipid 
peroxidation inhibition; furthermore, it 

exhibited the best profile in H2O2 

scavenging. All these results could be 
explained considering that Carrasqueña is a 

variety featured, not only with a higher 
hydroxytyrosol content than the rest of 

varieties, but also with a high concentration 

of hydroxytyrosol derivatives, like DHPEA-
AC, 3,4-DHPEA-EDA, and 3,4-DHPEA-

EA, the two latter, being significant 

examples of the major family of phenolic 
compounds contained in VOO. These 

results could also explain the good oxidative 

stability exhibited by Carrasqueña (Franco, 
Galeano-Díaz, Sánchez, De Miguel, & 

Martín-Vertedor, 2014). It is also the variety 
with the highest content of p-HPEA-EA in 

2011-2012 crop season and also exhibits 

high concentration of p-HPEA-EDA; both 
compounds derive from Ty, another 

important phenolic compound with relevant 

antioxidant activity, only surpassed by HTy.  

Moreover, Arbequina variety, although 

exhibiting a poor oxidative stability (Franco 
et al., 2014)., showed an excellent antiradical 

activity in the DPPH assay, only surpassed 

by Carrasqueña; it also presents the second 
best scavenging activity against H2O2 and 

NO. Maybe the fact that it is one of the few 

varieties where 3,4-DHPEA-AC was 
detected (only quantified in 2011-12 crop 

season) can explain such good antioxidant 

profile; furthermore, 3,4-DHPEA-EDA is 
also present in high concentrations, only 

surpassed by Carrasqueña, and statistically 
equal to Verdial de Badajoz. Although this 

variety presents the overall lowest 

polyphenolic content at the same maturation 
stage as compared with the others, this 

observation is not contradictory with the 

above results, as Arbequina, exhibits a high 
concentration of hydroxytyrosol derivatives, 

which are known to exhibit strong 
antioxidant properties. 

As an example of variety with a high 

content of Ty and its derivatives, 
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Manzanilla Cacereña is remarkable. This 
variety is found in the group of varieties 

with higher content in Ty, together with 
Verdial of Badajoz and Picual. Furthermore, 

it is in the second group of varieties with 

higher content in p-HPEA-EDA in 2012-
2013, and it is the second variety with the 

highest concentration in p-HPEA-EA in 

2011-2012 season. All this could justify 
their high antioxidant power against lipid 

peroxidation, only surpassed by Picual; 
nevertheless, it exhibited only moderate 

oxidative stability (Franco et al., 2014).  

 

CONCLUSIONS 

Phenolic compounds quantified by 
HPLC showed no qualitative differences 

between the  seven varieties studied, 
however they did present quantitative 

differences. The phenolic compounds, 

detected and quantified, mainly belong to 
the family of secoiridoid derivatives of HTy 

(3,4-DHPEA-EA and 3,4-DHPEA-EDA) 

and of Ty (p-HPEA-EA and p-HPEA-
EDA); hydroxytyrosol acetate (3,4-

DHPEA-AC), phenolic alcohols (HTy and 
Ty), flavonoids (Luteolin and Apigenin) and 

phenolic acids (vanillic acid, vanillin, p-

cumaric acid, cafeic acid, and ferulic acid) 
were also detected, the latter ones as minor 

compounds. Most of the compounds 

identified in the seven varieties studied were 
derivatives of oleuropein: 3,4-DHPEA-EDA 

and 3,4-DHPEA-EA; the ligustrosid 

derivatives: p-HPEA-EDA, p-HPEA-EA 
and 3,4-DHPEA-AC, presenting a 

concentration at least 28 times higher than 
that of the minor compounds. Generally, an 

increase of these compounds from green to 

spotted stage of maturation,  and a decrease 
up to mature stage.  

The antioxidant capacity was measured 

for the first mature stage in the 2012/2013 
season, in order to establish differences 

between the seven varieties; anti-radical 
capacity (against a model free radical 

(DPPH method) and in the lipid 

peroxidation), and H2O2 and NO scavenging 
were tested. Considering the DPPH method, 

the lowest EC50 values (best antiradical 

activity) was found for Carrasqueña variety 

(EC50 < 15 μg/ml), in the same order of 
magnitude as the widely-used synthetic 

antioxidant BHT. On the other hand, for the 
lipid peroxidation technique, P icual variety 

was the one exhibiting the best inhibition 

(45.1 %), although slightly below to that 
showed by BHT (56.8 %) at the same 

concentration. Carrasqueña variety also 

presented the best scavenging activity of 
H2O2 (76.8 %), remarkably better than BHT 

(10 %). Finally, regarding NO scavenging 
assay, Morisca and Corniche variety 

presented the lowest activity (29.8 and 

24.1% inhibition, respectively); for the rest 
of the cases, the scavenging properties were 

considerably better (35.4-40.7%).  
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OXIDATIVE STABILITY, PHENOLIC COMPOUNDS AND 

ANTIOXIDANT POTENTIAL OF A VIRGIN OLIVE OIL 

ENRICHED WITH BIOACTIVE COMPOUNDS 

 

 

ABSTRACT 

The aim of this research was to evaluate strategies for the development of a virgin 
olive oil (VOO) enriched with aqueous extracts of olive leaf and cake to increase the 

necessary dose in the diet of phenolic compounds with a natural product, as phenolic 

compounds are involved on the healthy properties of olive oil. Different extraction 
procedures were evaluated with the aim of increasing the phenol content and antioxidant 

potential of extracts of olive leaf and cake. As leaves extract presented a higher total 

phenolic content, it was characterized in order to determine its phenolic profile, and was 
employed to enrich VOO. Diverse procedures were used to prepare enriched VOO with the 

leaves extract, and finally the effects of phenol enrichment were evaluated based on the 
antioxidant potential and oxidative stability of the prepared phenol-enriched virgin olive 

oils. These enriched VOOs increased significantly the content in phenolic compounds, 

antioxidant potential and oxidative stability 40, 4 and 1.5 fold more, respectively, than the 
Control oil. Furthermore, the addition of lecithin had a positive effect both on the phenolic 

compounds content, and on the antioxidant potential of the oils. Besides, the use of the olive 

leaves extract, with and without lecithin respectively, supposes a strategy potential for 
reducing the harmful effects that inflicts long-term preservation of VOOs and its possible 

deterioration.  

 

Keywords : Antioxidant potential, by-products; olive leaf; olive cake; oxidative 
stability; phenol-enriched virgin olive oil.  

 

INTRODUCTION 

Mediterranean diet has long been known 

for contributing to a healthy life and 

preventing disease
(1-2)

. Virgin olive oil is 
one of the principal ingredients of  this 

diet
(3)

. Numerous studies have demonstrated 

that it has relevant properties which convey 
important benefits for individual health, 

when taken as part of a habitual diet
(4)

. 

Olive oil consists primarily of 
triacylglycerols rich in the monounsaturated 

fatty acid, oleic acid. The non-glyceridic 
constituents of virgin olive oil, which 

comprise approximately 0.5% to 1.0%, 

include different polyphenols and 
tocopherols

(5)
, and are related with very 

important quality properties. The content 

and the profile of minor components of an 
olive oil varies, depending on cultivar, 

climate, ripeness of the olives at harvesting, 

and the processing system for the type of 
olive oil: virgin, common (ordinary), or 

pomace
(6)

. As a result, it is difficult to 

ensure a fixed intake of phenols from virgin 
olive oil, which is subject to a high 

variability. Many health benefits have been 
associated with phenolic compounds. Its 

pharmacological effects can be described by 

the following benefits: reduction of risk of 
coronary heart disease (CHD)

(7-9)
, 

prevention or reduction of risk of certain 

cancers
(4,10)

, as well as immunomodulatory 
effects and the ability to partially reverse 

some inflammatory conditions
(11-13)

. The 

main problem related to the consumption of 
olive oil is the high ca loric value, which 

imposes limits on its daily consumption. 
Considering the ingestion of a daily dose of 
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virgin olive oil of 23 g recommended by the 
U.S. Food Drug Administration (FDA)

(14)
, 

the daily ingestion of phenols is very low in 
relation to other food phenol sources. In this 

sense, virgin olive oil enriched with 

phenolic compounds has a promising future 
that is supported by the current interest in 

natural antioxidants from plant sources. 

This could be a convenient strategy for 
providing better health conditions for the 

consumer by increasing the phenol content 
and consequently the protective role of olive 

oil, without the drawback of a higher calorie 

intake. 

Substances derived from foods and 

plants have recently attracted much 

attention with regard to human health, due 
to their low toxicity, limited costs, and 

broad availability. Moreover, extraction is 

one of the most widely used unit operations 
in the food industry. It is mainly used for 

obtaining certain desired bioactive 
components initially retained in a food 

matrix
(15)

. Molecules obtained by extraction 

present important medical and functional 
properties for food applications

(16-18)
. A 

wide range of by-products from the food 

industry have been studied for this purpose, 
with attention being focused on those that 

contain high levels of phenolic compounds. 
A special source of these compounds are 

by-products from fruit and vegetable 

processing (peel, seeds, and stones)
(16-17,19)

.  
Similarly, olive cake (also called wet 

pomace or alpeorujo) and olive leaf have 

been considered to be an interesting source 
of phenolic compounds. Recently, several 

studies have investigated the enrichment of 

olive oils with a phenolic extract obtained 
from olive by-product and observed a 

significant increase concentration of 
phenolic compounds

(20-22)
.  

To further support the functional value of 

virgin olive oil and increasing the value of 
by-products generated in the olive industry, 

the general objective of this research was to 

evaluate strategies for the development of a 
virgin olive oil enriched with aqueous 

extracts of olive leaf and cake to increase 
and standardize the necessary dose in the 

diet of phenolic compounds, without the 

drawback of a high calorie intake. For this 

purpose, different extraction procedures 
were evaluated for phenol content and 

antioxidant potential of extracts of olive leaf 
and cake. As leaves extract presented a 

higher total phenolic content, it was 

characterized by HPLC in order to 
determine its phenolic profile. In a second 

step, different enriched virgin olive oils 

were prepared with the leaves extract, 
following diverse procedures and finally the 

effects of phenol enrichment were evaluated 
based on the antioxidant capacity and 

oxidative stability of the prepared phenol-

enriched virgin olive oils.  

MATERIAL AND METHODS  

Plant materials 

The study was carried out in the 

Technological Institute of Food and 

Agriculture of Extremadura (INTAEX), for 
this purpose, the olive fruits and leaves were 

picked up from the experimental olive 

orchard (Olea europaea L.) maintained by 
the Researcher Center “Finca La Orden-

Valdesequera” (Badajoz, Spain) within the 
limits of the olive-growing area “Tierra de 

Barros”. The olive fruit and leaf samplings 

of Arbequina cultivar were carried out in the 
morning, taking samples randomly, in 

perfect sanitary conditions, three samples of 

500 g of olive leaves and three samples of 
10 kg of olive fruits, in different parts of the 

central area of the olive tree. The fruit 

samples were collected at spotted stages of 
maturation, following the criterion for 

commercial harvesting, using the subjective 
evaluation of colour of the skin and flesh as 

proposed by Uceda and Frías
(23)

. After 

harvesting, all samples were immediately 
transported to the INTAEX laboratory in 

ventilated storage trays to avoid 

compositional changes. The olive leaves 
were vacuum-packed (Gustav Müller VS 

100, Germany) in plastic bags and they 
were stored at frozen conditions (-80 ºC) 

until they were used for the study.  

 

Oil extraction and obtaining of the 

alpeorujo  

Oil extraction of the three samples was 
carried out within 24 h from harvest in 

similar industrial extraction conditions 
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using an Abencor analyzer (MC2 Ingeniery 
systems, Sevilla, Spain) according Martínez 

et al.
(23)

. Olives were crushed with a 
hammer mill and were slowly mixed for 30 

min at 25ºC. Then the obtained paste was 

centrifuged at 1438g over 3 min. The oil 
was separated by decantation and was 

stored away from the light in amber-colored 

glass bottles at 4 ºC until analysis (within 1 
month). We have obtained a fat yield of 

12.2% as the mean for the three samples. 
This virgin olive oil (VOO) obtained was 

the matrix used for the enrichment with the 

phenolic compounds. The three samples of 
oil cake or alpeorujo were as separated in 

plastic bags and they were stored at -80 ºC 

until the extraction of the phenolic 
compounds.  

 

Extraction of phenolic compounds  

Leaves used in this study were removed 

from leaders by hand and the samples of 
olive cake were the by-product obtained 

from the olive oil extraction in the 

experimental olive mill, as described above. 
Four different trials were conducted that 

included various combinations of drying 

methods, drying time and temperature (data 
not shown) in order to obtain the most 

suitable material to perform the later 
extraction. Samples were partially dried in a 

conventional-oven as follows: leaves for 12 

min at 120 ºC (extract 1) and for 48 h at 40 
ºC (extract 2) and olive cake for 52 h at 40 

ºC (extract 3) and for 41 min at 120 ºC 

(extract 4). There was used a conventional-

oven (model 210, Selecta
®

 P, Spain), and 
the samples were mixed two or three times 

while they were in the oven to facilitate 
drying. The process finished when the 

samples reach a moisture loss of 20%. Dried 

samples were ground in a domestic knife 
mill. Finally, bioactive compounds were 

extracted from crushed samples with water 

(70–80 ºC) for 3 h in a Soxhlet system
(16)

, 
and the extract was filtered and centrifuged 

at 21.036g to remove solid particles from it.  

 

Phenolic enrichment of virgin olive oil 

In order to enrich the VOO previously 
obtained, the extract with the highest 

phenolic compound content was used 

following 6 different strategies that were 
compared to a Control oil (Oil I). Those 

procedures for phenolic enrichment of the 

olive oil are described in Table 1, and the 
extract is added after freeze-dried process 

and reconstitution with water.  

All oils, including Control oil, were 

mixed at top speed using a Omni Mixer 

Homogenizer (Ivan Sorvall, Inc., Norwalk, 
Conn. U.S.A.) for 2 min to obtain a 

homogeneous mixture. A cold bath was 

used to counteract the increase in 
temperature generated during this step of 

the dispersion/enrichment process to 
maintaining the temperatures around 0 ºC. 

After that, they were quickly stored at –80 

ºC until the freeze-dried was done. The 
different oils enrichment was stored away 

from the light in amber-colored glass bottles 

at 4 ºC until analysis. 

Table 1. Experimental design for the preparation of phenol-enriched of Arbequina virgin olive oil.  
 

Oils 
VOO 

(mL) 

Extracts 

(mL) 

Ethanol 

(mL) 

Water 

(mL) 

Lecithin 

(g) 

Tri-calcium 

phosphate (g) 

I* 50      

II 50  50 100 0.3  

III 50 100 50  0.3  

IV 50 100   0.3  

V 50 100 50    

VI 50 100     

VII 50 100   0.3 0.3 

 1 
 

* Arbequina virgin olive oil without freeze-dried served as control.  
VOO: virgin olive oil.  
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Chemicals and instruments  

Folin-Ciocalteau reagent, caffeic acid 

and sodium carbonate, used for 
polyphenolic content determination, were 
provided by Panreac (Barcelona, Spain). For 

antioxidant potential determination, the 
standard antioxidant used was 6-hidroxy-
2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic 
acid (Trolox) from Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Germany) and 2,2`azobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
(ABTS) was from Fluka Chemicals 
(Madrid, Spain). HPLC mobile phase (98.5 

% hexane + 1 % isopropanol + 0.5 % 
ethanol) were provided by Calbiochem 
(U.S. and Canada) and Panreac respectively. 
Individual phenolic compounds were 

determined for analyte detection and 
quantification with an HPLC system 
(Agilent 1100 series, Madrid, Spain) 
equipped with a diode array detector (DAD) 

and with a Phenomenex C18 HPLC column 
(150mm x 4.6mm, 5μm). An UV-Vis 
spectrophotometer model HP8453 (Agilent, 

Madrid, Spain) was used for total phenolic 
content and antioxidant potential analyses. 
The oxidative stability of the oils was 
assessed in a 743 Rancimat (Metrohm, 

Herisau, Switzerland) eight-channel 
oxidative stability instrument.  

 

Analytical methods  

Individual phenolic compounds deter-

mination  

The analysis of the individual phenolic 
compounds was achieved on the extract with 

the higher phenolic concentration, to 
characterize it, following the method 
proposed by González-Gómez et al.

(25)
 with 

some minor modifications. Chromatographic 
separation was accomplished with a 
Phenomenex C18 HPLC column (150mm x 
4.6mm, 5μm) heated to 35 ºC. The mobile 

phase used for the separation was composed 
of aqueous TFA 0.1% (A) and acetonitrile 
(B) in gradient mode set as follows: initial 
conditions 10% B; from 0 to 3min 10% B; 

from 3 to 15min 15% B; from 15 to 20min 
the composition was kept constantly at 15% 
B; from 20 to 25 min 18% B and from 25 to 
40min 30% of B. A period of 5min was 

necessary for column equilibration. The 

flow was fixed at 0.500mL/min for all the 
experiments. The injected volume was 5µL. 
Phenolic acids were detected and quantified 
at 320nm, flavanol at 280nm and flavonols 

at 360nm. Chromatographic data processing 
was performed using Agilent ChemStation 
software and the quantification was done by 
external standard method. Phenolic acids 

results were expressed in milligrams of 
chlorogenic acid per litre of olive leaf 
extracts, flavanol in milligrams of 
epicatechin per litre of olive leaf extracts 

and flavonols in milligrams of quercetin-3-
O-rutinoside per litre of olive leaf extracts.  

 

Determination of total phenolic content 

Total phenolic content in virgin olive oil 
samples was determined according to the 
Folin-Ciocalteau colorimetric method, using 

caffeic acid as a standard
(26)

.  Briefly, 
extraction of phenolic compounds from 
olive oil samples was achieved by 
dissolving 10 g of oil in 75 mL of hexane, 

followed by liquid-liquid extraction using a 
methanol/water (40:60 v/v) mixture 
completed to 100 mL with distilled 
deionized water. A 2 mL aliquot of the 

methanolic extract was mixed with 1 mL 
Folin-Ciocalteau reagent, 2 mL saturated 
sodium carbonate and 15 mL of distilled 
deionized water. After 1 h, absorbance at 

725 nm was read on the spectrophotometer, 
against a blank (1 mL Folin-Ciocalteau 
reagent, 2 mL saturated sodium carbonate 

and 15 mL of distilled deionized water).  
Each sample was measured in duplicate and 
quantification was carried out on the basis 
of the standard curve of caffeic acid. The 

linearity ranged from 5 to 75 mg/L. Results 
of total phenolic content in the olive virgin 
oil samples were expressed as mg caffeic 
acid equivalent (CAE)/kg oil.  

 

Antioxidant potential assays 

For the sample preparation, an aliquot of 
filtered virgin olive oil was weigh (2.5 g) 

and then, was dissolved in 6 mL of n-
hexane. A diol-bonded phase cartridge 
(Supelco Co., Bellefonte, PA, US) was 

placed in a vacuum elution apparatus and 
conditioned by the consecutive addition of 6 
mL of methanol and 6 mL of n-hexane. The 
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oil solution was applied to the column, and 
the solvent was pulled through leaving the 
sample on the solid phase. The sample 
container was washed with 6 mL of n-

hexane (2 x 3 mL), which were run out of 
the cartridge. The sample container was 
washed again with 4 mL of n-hexane/ethyl 
acetate (85:15, v/v), which were run out of 

the cartridge and discarded. The column 
was eluted with 15 mL of methanol and the 
solvent was evaporated in a rotary 
evaporator at room temperature and low 

speed at reduced pressure until dryness. The 
phenolic residue was dissolved in 2 mL of 
methanol

(27)
.  

The capacity of radical scavenging of the 
oil samples were assessed by the ABTS•+ 
method

(28)
. Briefly, 1mL of the radical 

cation ABTS (2.2’-azinobis(3-

ethylbenzoithiazolone 6-sulphonate)) was 
placed in a spectrometric cuvette and 20μL 
of the phenolic extract was added. The 
initial absorbance value at 730 nm was then 

compared with the absorbance obtained 
after 20 min of reaction. The results were 
expressed as a TEAC (antioxidant 
equivalent Trolox) value as mmol Trolox/kg 

oil on a calibration curve using different 
Trolox concentration.  

  

Oxidative stability 

The oxidative stability of the studied oil 
samples was assessed in a 743 Rancimat 
(Metrohm, Herisau, Switzerland) eight-

channel oxidative stability instrument. 
Briefly, 2.5 g of oil were placed in each of 
the Rancimat channels. A continuous steam 
or air was forced to pass through the oil 

solution to 10 L/h, and the system 
temperature was established at 100 ºC. 
Changes in conductivity caused by ionic 
volatile organic acids, mainly formic acids, 

were measured automatically and 
continuously. The peroxidation curve was 
recorded, and the flex point was selected as 
the induction time (IT), expressed in hours. 

The higher the IT value, the higher the 
oxidative stability of the sample.  

 

Statistical analysis 

For statistical studies SPSS 17.0 software 
was used (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). 

Except when is expressly referred, all 
analyses were done in quintuple. Data were 
expressed as means ± SEM and were 
analyzed using a one-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by Tukey’s 
multiple range test. To evaluate the effects 
of freeze-dried process on total phenolic 
compound and the antioxidant potential of 

the olive leaves extract, paired student t-test 
was used. The significance level was set at 
p<0.05. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Evaluation of olive leaf and olive cake 

extracts. 

Different set of extracts were assayed to 

determinate the optimal conditions for 

phenolic extraction that would produce the 
higher enrichment of virgin olive oil. The 

two variables that potentially have influence 

on the by-product conditioning, drying time 
and temperature, were previously optimized 

in a multivariate study, using total phenolic 
compounds as independent variable (data 

not shown). As can be seen in Figure 1, the 

total phenolic contents of leaf extracts 
(Extracts 1 and 2) were significantly higher 

than those of olive cake extracts (Extracts 3 

and 4). On the other hand, Extract 1 (with 
less time, 41 minutes, and higher 

temperature 120 ºC) stood out with the 
significantly highest total phenolic content. 

For that reason, this extract seemed to be 

very suitable for oil enrichment, beside it 
was an easy extraction method and showed 

feasibility of production. After the leaves 

were dryed, we used water as extractant, 
which facilitates its used as food additive, 

overall taking into account that EFSA 

(European Food Safety Authority) has 
accepted the olive leaves aqueous extract as 

a safe product, and this procedure make 
easier to include the olive cake extract in the 

same consideration. Methanol or hexane 

were rejected because of its toxicity
(20)

 and 
in this way, it is possible to obtain a 

phenolic extract that could be used as a new 

product for oil industry. Consequently, olive 
leaves were a more suitable product to 

obtain the extracts for the enrichment of 
virgin olive oils.  
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Fig. 1 Total phenolic compound (μg CAE mL
–1

 ex- t ract) in olive leaves and alpeorujo extracts ob- tained 

with different conditions of time and tem- perature of dry ing. Extract 1: o live leaves, 12 min and 120℃; 

Extract 2: olive leaves, 48 h and 40℃; Extract 3: alpeorujo, 52 h and 40℃; Ex- tract 4: alpeorujo, 41 min 

and 120℃. Values are expressed as mean±SEM of three sample repli- cates. Different small letters 

indicate significant statistical differences (Tukey’s Test, p<0.05). CAE, caffeic acid equivalents; SEM: 

standard error of the mean. SEM: standard error of the mean.  

 
For that reason, it was prepared an 

aqueous phenolic extract, under the optimal 

conditions, that was freeze-dried in order to 

try to stabilize it. Figure 2 show statistical 
differences between the extract after 

processing (freeze-dried) that reduced a 

40% the total phenolic compound content in 
comparison with the liquid phenolic extract. 

This observation is in agreement with 
studies conducted by other researchers 

dealing with the total phenolic content of 

untreated fruit compared to lyophilised 
counterparts. For example, Asami et al.

(29)
 

reported that higher total phenolic content 

levels were found consistently in 
unprocessed Marion berries, strawberries, 

and corn, followed by freeze-dried and then 
hot air dried samples. Similarly, Wojdyło et 

al.
(30)

 observed a slight decrease in the total 

phenolic content of freeze-dried 

strawberries (Kent cultivar) as compared to 
the fresh fruit. Possible reasons for the 

lower values may be attributable to 

degradation of light-sensitive phenolic 
compounds owing to the fact that samples 

being freeze-dried are exposed to light and 

UV radiation for longer periods of time than 
their fresh counterpart. The same happened 

with the total antioxidant potential, that was 
reduced a 12.6% from the liquid phenolic 

compound extract (Figure 3). These results 

are in accordance with the findings of Kwok 
et al.

(31)
 who concluded that after freeze-

dried, antioxidant potential decreased as 

compared to that determined in fresh 
Saskatoon berries. Wojdyło et al.

(30)
 also 

reported lower total antioxidant potential for 
lyophilized strawberries of the Kent and 

Elsanta cultivars, when compared to the 

fresh berries.  
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Fig. 2 Total phenolic compounds (μg CAE mL
–1

 

ex- tract) before and after freeze-dried process of 

ol- ive leaves extract (drying conditions: 12 min  

and 120℃). Values are expressed as mean±SEM 

of three sample rep licates. Different small letters 

indicate significant statistical differences (Stu- 

dent t-test Test, p<0.05). CAE, caffeic acid  

equivalents; SEM: standard error of the mean. 

Fig. 3 Antioxidant potential (mmol Tro lox Kg
–1

 

oil) before and after freeze-dried process of olive 

leaves extract (drying conditions: 12 min and 

120℃). Values are expressed as mean±SEM of 

three sample replicates. Different small letters 

indicate significant statistical differences (Stu- 

dent t-test Test, p<0.05). SEM: standard error of 

the mean. 

  

Total Phenolic content of the enriched 

virgin olive oils 

The results obtained in the evaluation of 

the total phenolic content, according the 
above described procedure, of the enriched 

oils with the olive leaves extracts are shown 
in Figure 4. The amount of total phenols 

showed significant differences (p<0.05) 

among the different experimental 
treatments, which are described in Table 1. 

The lowest values found corresponded to 

virgin olive oil from Arbequina cultivar, 
which was the control treatment and the 

matrix to develop the functional phenol-
enriched virgin olive oil (Oils I and II). If 

these results are observed, according to the 

classification established by Tous et al.
(32)

 
on the basis of the total polyphenols 

content, it can be deduced that the oils 

obtained from Arbequina cultivar, at the 
spotted stage, are within the category of 

“low content in polyphenols”, because they 

showed concentrations lower than 200 ppm. 
We have to take into account that the range 

of values of total phenolic compounds 
obtained in all cultivars from Extremadura 

varied from 159.7 to 1203.3 mg kg
-1

 and we 

decided to enrich the oil obtained from the 
cultivar, which has the lower 

concentration
(33)

.  

There were not significant differences in 

total phenolic compounds between the 

virgin olive oil obtained from olives and Oil 
II which has been subjected to the same 

technological process of incorporation of 

phenolic compounds to the matrix of virgin 
olive oil (Figure 4). It is worth to emphasize 

that the oil volume ratios assayed were the 
same in all treatments. The enriched virgin 

olive oil with olive leaves extract (Oil VI) 

increased significantly 40-fold more than 
Control oil (Oil I). In this sense, Oil VI 

presented concentration of phenolic 

compound around 800 µg/ml oil. Rubió et 
al.

(34)
 enriched oils with different 

concentrations of phenolic extracts (250, 

500, and 750 µg total phenols/ml oil) and 
they observed that these three enriched oils 
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had a 20-fold or higher increase from the 
original virgin olive oil. Also, Suárez et 

al.
(35)

 analyzed the total phenolic 
composition of the enriched oils with olive 

cake extracts and they observed 

significantly an increased of these 
compounds. It is well-known that these 

compounds have a wide range of beneficial 

properties for health, including antioxidant, 
anti-inflammatory and anticarcinogenic 

activities, and also protect against coronary 
heart disease and metabolic disorders

(35)
. On 

the other hand, ethanol was used in some 

treatment to check the increase in the 
solubility of phenolic compounds in olive 

oil matrix. In this sense the Oil III and V, 

which had ethanol as an ingredient, with or 
without lecithin, increased 1.5-fold the 

phenolic compound with respect to the oil 

enriched just with olive leaves extracts (Oil 
VI). However, the increase was 60-fold 

more than the Control oil without any 
enrichment. In general terms, the 

concentration of phenolic compounds in 

these enriched oils was similar to those 
obtained from cultivars with the highest 

concentration of these compounds in the 

nature. Aparicio et al.
(36)

 and Pardo et al.
(37)

 
reported that the phenolic content in virgin 

olive oils of Cornicabra and Picual 
cultivars showed the highest concentration 

of phenolic compounds among all Spanish 

cultivars. So it will be interested to enrich 
oils from those cultivars From our results, it 

can be deduced that Picual can indeed be 

one of the cultivars with high phenolic 
compounds content when comparing oils 

resulting of spotted olives
(37)

. In this sense, 
Tunician cultivars like Betsijina, Chétoui 

and Oueslali showed a high content in total 

phenolic compounds (>1000mg/kg)
(38)

. This 
is a desirable characteristic because of the  

beneficial effects of these components on 

human health
(38)

.  Also, it would be a benefit 
to society since the intake of products rich 

in polyphenolic compounds lead to the 

prevention of chronic diseases and it is a 
better strategy than its treatment, reduc ing 

the risk of such diseases. For this reason, 
many functional foods are currently 

designed with the goal of providing a high 

intake of active biomolecules to reduce the 
risk of diseases associated with aging and 

oxidative stress.  

Fig. 4 Total phenolic compound (g CAE mL
–1 

oil) of different strategies of phenolic enrichment 

of virgin olive o il, accord ing Table 1 conditions. Values are expressed as mean±SEM of th ree  

sample replicates. Different small letters indicate significant statistical differences (Tukey’s  Test, 

p<0.05). CAE, caffeic acid equivalents; SEM: standard error of the mean. 
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Finally, it is important to highlight that 
the use of lecithin as emulsifier, Oils IV and 

VII, increased the content in phenolic 
compounds about 100-fold more. Suárez et 

al.
(39)

 observed that lecithin was shown to be 

the most suitable emulsifier to carry out the 
enrichments. However, these authors did not 

find major content in phenolic compounds 

in oils enriched with extracts of alpeorujo, 
using lecithin as emulsifier, because of the 

fact that the samples which contained 
lecithin had a lower total phenolic content. 

This could be due to the formation of small 

drops of the hydroethanolic solution of the 
extract surrounded by lecithin molecules 

that prevented them from reacting with the 

Folin-Ciocalteau, resulting in the 
underestimation of the total phenol content 

of oils prepared with lecithin. In this sense, 

Koprivnjak et al.
(40)

 observed a decrease in 
the total phenolic content directly 

proportional to the amount of lecithin added 
to the oil.  

Considering that phenolic compounds 

are one of the groups of components most 
responsible for the healthy and stability 

properties of olive oil, it is desirable to 

maintain the levels of these compounds as 
high as possible. For this reason, the use of 

the olive leaves extract, with and without 
the use of lecithin, is a very attractive way 

of improving the functional properties and 

extending the shelf life of the oils. In this 
sense, several researcher observed a positive 

linear correlation between total phenolic 

content and oxidative stability (oxidation 
induction period with Rancimat equipment). 

Gómez-Alonso et al.
(41)

 found a high 

correlation between total phenolic content 
and the oxidative stability in Arbequina, 

Arbosana and Koreneiki cultivars (r
2
=0.80, 

p<0.001), as other authors
(42)

.  

 

Antioxidant potential of the enriched 

virgin olive oils. 

The antioxidant potential of the enriched 

oils were measured by ABTS method 
(Figure 5). The method is based on the 

determination of the decrease of the 
absorbance at 730 nm by the decolorization 

of the ABTS through measuring the 

reduction of the radical cation. The 

antioxidant potential of oils from Arbequina 
cultivar was of 0.65 mmol Trolox kg

-1
 oil.  

This value corresponds to the lower 
antioxidant potential among all samples, 

and our results are related with those found 

in the literature. In this sense, Montedoro et 
al.

(26)
 found low values of antioxidant 

potential (0.63 mmol Trolox kg
-1

 oil) in 

Cornicabra cultivar. Just as happened with 
the total phenolic compound, the technology 

process of incorporation of phenolic 
compounds to the oil matrix did not show 

significant differences with the oil without 

any treatment with regard to the antioxidant 
potential.  

The addition of the olive leaves extract 
to the oil matrix (Oil VI) increased 

significantly the antioxidant potential, 4-

fold more than the Control oil (Oil I). These 
oils showed values of antioxidant potential 

of 4 mmol Trolox kg
-1

 oil, which are higher 
than those found in literature for cultivars 

with high antioxidant potential. Thus, 

Samaniego et al.
(43)

 in Picual extra-virgin 
olive oil referred high antioxidant potential, 

with values of 1.00 mmol Trolox kg
-1

 oil.  

Calvo et al.
(44)

 presented values of total 
antioxidant potential of 1.35 mmol Trolox 

kg
-1

 oil in Morisca and Picual monovarietal 

oils, in mature stage of maturation, however 
they obtained values of 0.83 mmol 

Trolox/kg oil in commercial oil of Picual. 
Fitó et al.

(45)
 observed that olive oil phenolic 

compounds can increase the antioxidant 

content of the LDL lipoprotein and exert 
antioxidant properties. Besides, some 

studies have demonstrated the high 

antioxidant potential of the phenyl alcohols 
(basically hydroxytyrosol) and the 

secoiridoid derivatives
(22)

. Despite that, 
these researchers showed that all of the 

phenolic enrichments enhanced the 

antioxidant properties of the oils (up to 73% 
higher than the control oil). In this sense, it 

could be interesting fortified the oils in 

order to raise the daily intake of 
antioxidants, with the corresponding 

benefits for human health, without 

increasing the caloric contribution of the oil.  

In general, the oil samples which 

presented more total phenolic compounds 
were the oils that had higher antioxidant 
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potential, except the Oil VII in which the 
antioxidant potential was similar to the rest 

of enriched oils. This may be because the 
addition of calcium phosphate to the matrix 

of olive oil had a reducing effect of the 

antioxidant potential of oil. Rubió et al.
(34)

, 
also observed that parallel to the increase of 

phenolic content, a similar increase of the 

antioxidant potential of the functional 
phenol-enriched virgin olive oils was 

observed. In general, vegetable oils contain 
a large variety of substances with 

antioxidative properties, which include free 
radical scavengers, reducing agents, 

potential complexers of prooxidant metals, 

and quenchers of the singlet oxygen 
formation

(46)
. The methanol soluble phase of 

vegetable oils contains most of the phenolic 

antioxidant; and it is also called the polar 
fraction

(47)
.  

Figure 5. Antioxidant potential  (mmol Tro lox Kg
-1

 oil) of different strategies of phenolic enrichment of 

virgin o live o il according Table 1 conditions. Values are expressed as mean±SEM of three sample 

replicates. Different small letters indicate significant statistical differences (Tukey’s Test, p<0.05). SEM: 

standard error of the mean. 
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On the other hand, Oil IV with higher 

antioxidant potential was the oil which 

contains lecithin and the olive leaves 

extract. It presented 8-fold more of 

antioxidant potential than control oil and 4-

fold more than the rest of enriched oils. So, 

the addition of lecithin had a positive effect 

both on the content in phenolic compounds, 

as on the antioxidant potential of oils. 

Suárez et al.
(39)

 observed non-significant 

differences in the value of the antioxidant 

activity between samples with and without 

lecithin. They showed that the addition of 

lecithin has no significant influence on the 

antioxidant potential of the oils, this only 

was dependent on the addition of the 

phenolic extract.  

Evaluation of the oxidative stability of the 

enriched oils 

The effectiveness of the phenol 

enrichment in olive oil preservation was 
monitored by their oxidative stability 

evaluation by the Rancimat test (Figure 6).  
As we noted, Arbequina cultivar was chosen 

as control oil because of its low oxidative 

stability, of 45.5 hours Rancimat (Oil I).  
The range of values of oxidative stability in 

varieties for olive produced through the 

Abencor system in different stage of 
maturation was from 47.6 and 24.4 and 

from 170.9 and 113.7 hours for Corniche 
and Verdial de Badajoz cultivars 

respectively
(32,48-49)

. The oxidative stability 

obtained by Pérez-Arquillué et al.
(50)

 in 
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Empeltre  and Arbequina cultivars was of 
66.5 and 53 hours respectively, similar to 

those obtained for Arbequina in our study. 
In the literature we also found values of 

oxidative stability in Leccino, Dritta and 

Coratina
(51)

 ranging between 8 and 20 
hours. These olive oils have a lower 

oxidative stability than the olive oils 
obtained in our study. So the results 

obtained are in agreement with those 
reported for other researchers

(32,48-49)
 who 

indicated that oxidative stability was heavily 

influenced by the olive cultivar
(52)

.  

Figure 6. Oxidative stability (hours) of different strategies of phenolic enrichment of virgin olive oil. 

Values are expressed as mean±SEM of three sample replicates. Different small letters indicate significant 

statistical differences (Tukey’s Test, p<0.05). SEM: standard error of the mean.  
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It must be emphasized that the 

technological process of incorporation of 

phenolic compounds to the oil matrix was 
also applied to virgin olive oil (Oil II), 

however no statistically significant 

differences were observed between the oils 
in terms of oxidative stability. 

As regards the influence of emulsifiers 
on the stabilization of these emulsions, it 

was assessed the oxidative stability on the 

different enriched oils (Table 1) It can be 
said that the use of lecithin allowed an 

improvement in the oxidative stability 

compared with the rest of oils, increasing 
approximately 40%. Suárez et al.

(22)
 

observed that the only addition of olive cake 

extract to the virgin olive oil increased the 
induction times of enriched oils. These 

researchers indicated that this can be 

explained by the higher phenolic content.  

The choice of this emulsifier was done 
according with the literature and their 

frequent use in the food industry for the 

preparation of emulsions
(39)

.  Besides, these 
researchers used lecithin and 

monoglycerides to compare the best 
emulsifier. They concluded that 

monoglycerides produced the opposite 

effect, decreasing the induction time 
(approximately 18% of reduction). This 

could be explained by the ability of lecithin 

to stabilize the added phenolic compounds 
in the oil matrix, due to its amphiphile 

behavior, forming reverse micelles that 

contain the solution of the extract. As a 
consequence, the results suggested the 
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choice of lecithin as the best emuls ifier to 
be used in the enrichment of the olive oils 

due to its improvement in the final oxidative 
stability

(39)
. We should assert that the oil 

with extract and lecithin, with or without 

ethanol (Oil III and IV) were the oils with 
the highest oxidative stability among all 

samples. We should take into account that 

Oil IV was the one that had the highest 
phenolic compound and antioxidant 

potential and this could contribute to the 
highest oxidative stability. In this sense, Oil 

III which contained lecithin and ethanol had 

a lower total phenolic content, as previously 
said this could be explained due to the 

formation of small drops of hydroethanolic 

solution of the extract surrounded by 
lecithin molecules that prevented them from 

reacting with the Folin-Ciocalteau, resulting 

in the underestimation of the total phenol 
content of oils prepared with lecithin. These 

results are in agreement other researchers
(39-

40)
.  

Furthermore, the addition of calcium 

phosphate with lecithin to the matrix of 
olive oil, which increased the total phenolic 

compounds and has an intermediate an 

intermediate effect in the antioxidant 
potential of oil, had an positive effect in the 

oxidative stability.  

Considering that phenolic compounds 

are one of the groups of components most 

responsible for the healthy properties of 
olive oil, it is desirable to maintain as 

highest as possible the levels of these 

compounds. For this reason, the use of olive 
leaves extracts is a very attractive way of 

extending the shelf life of the oils. The high 

antioxidant potential of enriched oils with 
extracts from olive leaves and lecithin could 

be used in oil industry as a source of 
antioxidants to prevent rancidification and 

oxidation of lipids
(53)

. Due to that, one of the 

main causes of the loss of quality during 
storage in Virgin olive oil is the oxidative 

degradation, which plays an important role 

the phenolic compounds contained in oil
(54)

.  
Thus, the increase of natural antioxidants 

supposes a strategy potential for reducing 
the harmful effects that inflicts long-term 

preservation of olive oils and its poss ible 

deterioration.  

CONCLUSIONS 

Taking advantage of the natural source 

of phenolic compounds found in by-
products of olive industries, it provides a 

functional character to olive oil according to 
its antioxidant and enrichment of bioactive 

compounds. In this sense olive leaves 

extract had the higher content in phenolic 
compounds interesting because the use of a 

low cost source to obtain bioactive 

compounds, provide a environmental 
benefit due to the exploitation of residues of 

oil industries and the increase of the 

competitiveness and diversification of the 
companies in the sector. Also, it would be a 

benefit to the society since the intake of 
products rich in polyphenolic compounds 

lead to the prevention of chronic diseases 

and is a better strategy than treatment. The 
use of lecithin as an emulsifier turned out to 

be very positive. Furthermore, the quality of 

oils enriched was increased by applying the 
proposed technology thanks to the 

enrichment with olive leaves, for that 
reason, the present procedure can be an 

attractive tool for future industrial 

implementation.  
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La presente Tesis Doctoral profundiza en los parámetros reglamentados que  permiten 

clasificar a los AOVs producidos en Extremadura, además de aquellos otros que permiten 

distinguir entre los aceites procedentes de siete de las variedades de aceituna más 

representativas de la región: Arbequina, Carrasqueña, Corniche, Manzanilla Cacereña, 

Morisca, Picual y Verdial de Badajoz, para garantizar su genuinidad, reforzando el 

conocimiento de los componentes minoritarios y estudiando el efecto que el estado de 

maduración de la aceituna ejerce sobre cada uno de ellos. A su vez, se ha perseguido ofrecer 

una alternativa a los subproductos (hoja de olivo y alperujo) que se obtienen en la elaboración 

de AOV mediante la preparación de extractos que permitan obtener aceites enriquecidos en 

compuestos fenólicos. 

El primer trabajo recogido en el apartado IV.1, titulado “Influence of the fruit 

ripening degree on the virgin olive oil quality”, tuvo como objetivo caracterizar las siete 

variedades de aceituna antes mencionadas en función de aquellos parámetros que están 

altamente involucrados en el proceso de elaboración del aceite, así como estudiar la influencia 

que ejerce sobre ellos el estado de madurez en la que se encuentre el fruto. Los parámetros de 

estudio fueron los siguientes: % aceite sobre húmedo, % aceite sobre seco, rendimiento 

Abencor, % extractabilidad y % humedad. Este estudio resulta de gran utilidad para los 

agricultores e industrias almazareras de la región extremeña, pues permite el conocimiento 

previo de la materia prima. Por otro lado, conocemos que la calidad de un producto, según la 

RAE, se define como la propiedad o el conjunto de propiedades inherentes a algo, que 

permiten juzgar su valor. La definición de calidad para e l AOV está ampliamente regulada y 

se encuentra recogida en el Reglamento (CEE) nº 2568/91 y sus modificaciones posteriores. 

Esta calidad reglamentaria queda definida dando lugar a la clasificación de los AOVs en 

distintas categorías atendiendo a los siguientes parámetros: el grado de acidez, el índice de 

peróxidos y la absorción de la radiación en el ultravioleta (K232, K270 y ΔK). Además de la 

cuantificación de estos parámetros físico-químicos, la evaluación sensorial del producto es 

una de las herramientas más importantes para determinar la calidad final del mismo. En 

Extremadura se pueden encontrar variedades propias que presentan características bien 

diferenciadas al resto de variedades implantadas en España. Por todo ello, se han querido 

obtener los valores de estos parámetros reglamentados oficialmente para así establecer una 

calidad potencial que oriente y sirva como valor referencial a los productores de la zona.  

Nuestros resultados recogen que el contenido de aceite de la aceituna, expresada como 

materia seca, fue siempre superior al contenido en aceite expresado como materia húmeda. El 
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contenido en aceite sobre materia seca se mantuvo significativamente constante o tienden a 

aumentar del estado de maduración verde (IM < 2) a envero (IM = 2-3), manteniéndose 

significativamente constante hasta maduro (IM > 3), con la excepción de la variedad 

Carrasqueña. Resultados similares fueron encontrados por Gómez-González et al. (2011) para 

la variedad Picudo. Por tanto, a la vista de los resultados, se puede decir que a finales del 

envero prácticamente la totalidad del aceite se encuentra formado, pudiendo ser un momento 

óptimo de recolección.  

Tous y Romero (1993) clasificaron las variedades de aceituna, en función del porcentaje 

de rendimiento graso sobre materia seca: con un rendimiento graso elevado (mayor del 46 %), 

con un rendimiento graso medio (46-38 %) y con un rendimiento graso bajo (inferior al 38 

%). Atendiendo a ésta clasificación, todos los cultivares extremeños estudiados en estado 

envero y maduro estarían dentro de las variedades clasificadas con rendimiento graso elevado 

(> 46 %). 

En cuanto al rendimiento graso obtenido mediante el sistema Abencor, en las variedades 

Arbequina, Corniche y Picual, aumentó de forma significativa al avanzar el ciclo de 

maduración de las aceitunas hasta envero mientras que para el resto no mostró diferencias 

singificativas. Las variedades que presentaron los valores más bajos fueron Manzanilla 

Cacereña y Carrasqueña, mientras que los mayores contenidos fueron obtenidos en la 

variedad Corniche. Nuevamente, el efecto variedad fue determinante en el contenido graso 

obtenido.  

Otro aspecto a considerar relacionado con el contenido graso es lo que se denomina 

“grado de extractabilidad” de la pasta de aceituna, caracterizado por Muñoz Aranda y Alba 

(1980). A efectos prácticos, interesa no sólo el contenido graso total, sino también la mayor o 

menor facilidad con que puede ser extraído el aceite de la pasta de aceituna. En las industrias, 

es una práctica habitual y permitida la adición de cantidades variables de coadyuvante 

tecnológico (microtalco natural) a las pastas de aceitunas difíciles, para mejorar la extracción 

del aceite mediante el sistema Abencor (Uceda y Hermoso, 1987). En nuestro estudio se 

añadió a todas las muestras la misma cantidad de coadyuvante (10 g) para que no influyese 

significativamente en el grado de extractabilidad de las distintas pastas de aceituna 

elaboradas. La variedad Manzanilla Cacereña presentó pastas difíciles en cuanto al grado de 

extractabilidad, de forma que se plantearon algunos problemas en el proceso de obtención del 

aceite con el consiguiente detrimento de la capacidad de trabajo y de la cantidad del aceite 

obtenido. El motivo del bajo grado de extractabilidad de ciertas variedades es que, además de 
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ser inherente a la propia genética de la variedad, también puede verse afectado por las 

condiciones climatológicas anormales, el ataque de ciertas plagas o enfermedades, el tipo de 

abonado, forma y época en que se realice, etc. (Uceda y Hermoso, 1987). 

Otro parámetro de gran interés es la humedad. Se trata de un parámetro importante que 

debe ser considerado, ya que los frutos con un alto contenido en agua por lo general producen 

pastas “difíciles”, afectando negativamente a la calidad del aceite obtenido (Jiménez et al., 

2013). La humedad depende principalmente del estado de maduración de las aceitunas y de la 

meteorología en el período anterior a la recolección (lluvias y heladas), así como de factores 

agronómicos como el riego. Jiménez et al. (2013) observaron que el contenido en humedad 

aumentó al principio de la campaña hasta llegar a un índice de maduración de 2-3 y luego 

descendió como consecuencia de las deshidrataciones. Nuestros resultados están de acuerdo 

con lo anteriormente encontrado por otros investigadores, pues el % humedad aumentó 

ligeramente de verde a envero presentando un aumento significativo solo para las variedades 

Corniche, Picual y Verdial de Badajoz. De envero hasta maduro tiende a disminuir, aunque no 

de forma significativa, para todas las variedades. 

Además, se estudió el estado sanitario de las aceitunas de partida, y se clasificaron los 

frutos en sanos y no sanos (por ataque de mosca y otros daños). El estado sanitario de un 

cultivo supone uno de los mayores condicionantes cuantitativo y cualitativo de cualquier 

producción agrícola; las plagas, las enfermedades y las fisiopatías pueden provocar alteración 

de la calidad organoléptica y de los índices físico-químicos que inciden sobre la calidad. Sin 

embargo, nuestros resultados experimentales nos indicaron que las muestras de aceitunas de 

las que se partió en ningún caso superaron el 17,8 % de daños, siendo estos daños 

predominantes en la segunda campañas de estudio. Los daños que se encontraron fueron por 

picadura de mosca, hongos y cochinilla. En este sentido, Angerosa et al. (2000) y Beltrán et 

al. (2005) observaron la influencia de la mosca del olivo en la calidad final de los aceites de 

oliva elaborados de variedades italianas, españolas y argelinas. Así, estos autores demostraron 

que el ataque de esta plaga afectó negativamente al fruto e influyó directamente sobre los 

parámetros de calidad, concentración de compuestos fenólicos y calidad sensorial. Este 

deterioro en la calidad del aceite se debe a los procesos oxidativos e hidrolíticos que ocasiona 

la exposición al exterior de la pulpa a los agentes ambientales (Tamendjari et al., 2009).  

En todas las muestras analizadas los índices de calidad reglamentados: acidez, índice de 

peróxidos, absorción en el UV, y valoración organoléptica estuvieron dentro de los límites 

establecidos por la UE para los AOVs extra, acidez ≤ 0,8%; índice de peróxidos ≤ 20 
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meqO2/kg; K270 ≤ 0,22; K232 ≤ 2,5; ΔK ≤ 0,01 (Reglamento nº (CEE) 2568/91 y sus 

posteriores modificaciones).  

Los valores de acidez no mostraron interacción con la campaña oleícola en estado de 

maduración verde y envero. Para todas las variedades estudiadas, se observó un ligero 

aumento de verde a envero aunque este no fue significativo en ningún caso, tampoco lo fue de 

envero a maduro con la excepción de la variedad Morisca que disminuyó y Picual que 

aumentó, aunque sólo en la primera campaña. Así, Jiménez et al. (2013) no encontraron una 

tendencia clara para la acidez con la maduración del fruto, sin embargo, otros investigadores 

(Salvador et al., 2003; Martínez et al., 2010; Youssef et al., 2010) observaron un aumento de 

acidez a medida que la aceituna va madurando y lo achacaron a que conforme esto ocurre se 

ve incrementada la actividad enzimática, especialmente de las enzimas lipolíticas (Salvador et 

al., 2001), siendo las aceitunas más sensibles a las infecciones patogénicas de los daños 

mecánicos.  

El índice de peróxidos, es un parámetro que representa el estado de oxidación del aceite 

en las primeras fases de la misma, las cuales se caracterizan por la formación de compuestos 

tipo hidroperóxido. Los datos del trabajo muestran como para el índice de peróxidos, en 

cualquiera de los tres estados de madurez del estudio, hubo interacción con la campaña. No se 

ha podido establecer una tendencia clara con la maduración.  

Las medidas de absorbancia a longitudes de onda específicas en la región del UV, 

proporcionan también información sobre la calidad del aceite, en concreto sobre el grado de 

oxidación de la misma. Los valores obtenidos para K270 mostraron interacción con la campaña 

en todos los estados de maduración, mientras que el K232 lo hizo en envero y maduro, y el ΔK 

en envero. Los valores de K270 experimentaron diferencias significativas en los tres estados de 

maduración con la excepción de la variedad Picual en la campaña 2011/2012. Los valores de 

este parámetro de calidad tendieron a disminuir con la maduración con la excepción notable 

de la variedad Verdial de Badajoz de verde a envero. Similar tendencia fue encontrada por 

otros investigadores (Salvador et al., 2001; Martínez et al., 2010; Youssef et al., 2010).  

El análisis sensorial de las muestras de AOV implicó la evaluación de sus características 

organolépticas por los órganos de los sentidos, realizada por expertos catadores de acuerdo 

con lo establecido en el Reglamento (CE) nº 640/2008 que modifica el Reglamento (CEE) nº 

2568/91, y permitió clasificar a todos los aceites elaborados en la categoría “virgen extra”, 

pues no mostraron defectos y la mediana del frutado fue superior a 0. En cuanto a las 
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campañas oleícolas estudiadas no tuvieron influencia en los atributos frutado, amargo y 

picante. Estos resultados son deseables, sobre todo para las industrias almazareras, ya que se 

consigue mantener dichos atributos independientemente de las condiciones climatológicas del 

año de estudio. Además, nuevamente existió una diferenciación varietal, mostrando la 

variedad Arbequina los menores contenidos en los atributos positivos amargo y picante en 

verde y envero, mientras Verdial de Badajoz lo hizo en maduro para amargo no 

encontrándose para el atributo picante diferencias significativas entre las siete variedades. 

Todas las variedades estaban incluidas en la categoría de frutados medios ya que presentaron 

una intensidad entre 3 y 6. La evolución de los atributos positivos mostró una tendencia a la 

disminución conforme avanza el estado de maduración del fruto. Otros autores (Fedeli, 1993; 

Pinatel, 1996) observaron que las características sensoriales de los aceites de oliva variaban 

en función de la época de recolección del fruto, siendo el factor de maduración un criterio 

básico para definir la calidad. Sánchez et al. (2006) mostraron en su estudio que los valores de 

frutado experimentaron un descenso del 25 % entre los estados de maduración verde y 

maduro. Inarejos-García et al. (2010) encontraron, en aceites obtenidos de aceitunas de las 

variedades Cornicabra y Picual a lo largo de su ciclo de maduración, disminuciones en la 

intensidad de amargo. Además, son numerosas las referencias bibliográficas (Fedeli, 1993; 

Inglese, 1994; García et al., 1996; Pinatel, 1996; Sánchez et al., 2006), que señalan el grado 

de madurez de la aceituna como un factor determinante para la reducción de la intensidad del 

picante. Algunos autores han confirmado la influenmcia del cultivar sobre el atributo amargo 

de los aceites obtenidos, señalando, para aceites de variedades francesas (Ollivier et al., 

2006), valores medios de amargo de 1,5; para aceites españoles de las variedades Arbequina y 

Picual (García-Mesa et al., 2008) valores medios de 1,5 y 3,3, respectivamente, y para aceites 

de la variedad portuguesa Galega (Vaz Freire et al., 2011) valores medios no superiores a 0,2. 

Aguilera et al. (2005) obtuvieron, para aceites italianos de los cultivares Franto io y Leccino 

en Andalucía, valores de picante de 3 y 3,5, respectivamente; Inarejos-García et al. (2009) 

para aceites del cultivar Picual obtuvieron valores de 5 y Salvador et al. (2001) citaron valores 

de 2,1 al trabajar con aceites Cornicabra.  

Además, el amargor puede ser cuantificado químicamente mediante la medida del K225 

(Gutiérrez et al., 1992), parámetro con el que se encuentra correlacionado y que en nuestro 

estudio presentó una correlación alta en verde y envero, mientras que en maduro la 

correlación no fue tan elevada. Además, los valores de K225 disminuyeron de verde a envero y 

posteriormente se mantuvieron constantes o con leve disminución hasta maduro.  
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Una vez conocidos los parámetros de calidad reglamentados y la dependencia varietal 

de los mismos, así como su variación con la madurez del fruto, existen otros parámetros de 

calidad que no están incluidos en las normas internacionales pero que son utilizados 

igualmente, como son la estabilidad oxidativa, el contenido en compuestos fenólicos y la  

actividad antioxidante. Es conocida la influencia de los compuestos minoritarios en la 

capacidad antioxidante del AOV. También es sabido que la determinación de la actividad 

antioxidante del AOV es importante para evaluar la protección a la oxidación y deterioro del 

aceite, y por otra parte sirve para predecir el potencial antioxidante antes de ser ingerido. Por 

todo ello el segundo trabajo, que se recoge en el apartado IV.2 y que lleva por título: 

“Antioxidant capacity of the phenolic fraction and its effect on the oxidative stability of 

olive oil varieties grown in the south-west of Spain”, tuvo como objetivo estudiar la 

estabilidad oxidativa y la capacidad antioxidante de la fracción fenólica de las siete variedades 

de aceituna más representativas de Extremadura. Además, se establecieron las relaciones 

existentes entre esta actividad antioxidante con el contenido fenólico total y con la estabilidad 

oxidativa a lo largo de la maduración del fruto.  

La capacidad antioxidante de la fracción fenólica del AOV obtenido de las siete 

variedades de aceitunas objeto de estudio se determinó por el método ABTS. Según 

Samaniego et al. (2007) este método es el mejor método de medida de la capacidad 

antioxidante en AOV, ofreciendo buena reproducibilidad en los resultados y un coeficiente de 

correlación elevado. Por otro lado, Arnao (2000) indicó que se trata de un método muy fiable 

pero cuyos resultados pueden variar dependiendo del tiempo elegido para la medida tras 

producirse la reacción de reducción del radical ABTS. En este sentido, Calvo et al. (2012) 

consideraron, como tiempo de medida óptimo en muestras de AOV, 20 min después del inicio 

de la reacción. En nuestro trabajo, se propone efectuar la medida 3 minutos después de 

comenzar la reacción, garantizando la repetitividad de la misma, ya que se observó que en 

este tiempo la reacción ha había alcanzado el equilibrio. Esta propuesta permite el ahorro de 

tiempo permitiendo la medición de un gran número de muestras.  

Una vez establecidas las condiciones óptimas para el método, se midió la capacidad 

antioxidante de las variedades en estudio. En general, la capacidad antioxidante presentó una 

tendencia a disminuir con el avance del estado de maduración, en las siete variedades de 

aceites estudiadas. Esta tendencia fue significativa en todos los estados de maduración para la 

variedad Verdial de Badajoz. En la bibliografía no existe información sobre la evolución de la 

capacidad antioxidante de AOVs con el estado de maduración del fruto. Por otro lado, las 
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variedades examinadas presentaron variación en los diferentes estados de maduración. Así las 

variedades Arbequina, Corniche y Picual mostraron capacidad antioxidante similar desde 

verde a envero, disminuyendo significativamente estos valores desde envero hasta maduro. 

Sin embargo, ocurre lo contrario para las variedades Carrasqueña, Manzanilla Cacereña y 

Morisca, disminuyendo los valores de actividad antioxidante de forma significativa de verde a 

envero y manteniéndose estadísticamente constante de envero a maduro.  

Tras nuestro estudio, se han podido clasificar los aceites monovarietales estudiados en 

diferentes grupos según los resultados de TEAC (capacidad antioxidante medida como 

equivalentes de Trolox) independientemente del estado de maduración. Así, el primer grupo, 

formado por aceites con valores bajos de TEAC, incluye a las variedades Arbequina, 

Manzanilla Cacereña y Morisca, mientras que el grupo con altos valores de TEAC agrupa a 

Carrasqueña y Corniche en todos los estados de maduración. Las variedades Picual y Verdial 

de Badajoz no mostraron clara pertenencia a ningún grupo pues, por ejemplo, la variedad 

Verdial de Badajoz presentó valores de TEAC en estado de maduración verde similar a la 

variedad Carrasqueña, mientras que en estado de maduración envero y maduro mostró valores 

similares a las variedades pertenecientes al grupo con bajo valor de capacidad antioxidante. 

Nuestros resultados están de acuerdo con los encontrados en la bibliografía ya que Calvo et al. 

(2012) presentaron valores de TEAC de 1,35 mmol Trolox kg-1 en aceites monovarietales 

Morisca y Picual en estado de maduración maduro. También, Samaniego et al. (2007) 

encontraron valores de 1,00 mmol Trolox·kg-1 en AOVE de la variedad Picual en la campaña 

2003/2004. Montedoro et al. (1992) encontraron para la variedad Cornicabra en estado de 

maduración maduro, valores de 0,63 mmol Trolox·kg-1 similares a los obtenidos en nuestro 

estudio para el grupo de variedades con valor bajo de TEAC.  

En cuanto a la estabilidad oxidativa, medida en horas Rancimat, en términos generales 

se encontró un descenso de la misma, desde verde a envero, excepto para la variedad Picual 

cuyos valores entre estos dos estados permanecieron significativamente constantes. Desde 

envero a maduro los cambios en la estabilidad oxidativa fueron menos pronunciados. 

Salvador et al. (2001) demostraron que la estabilidad oxidativa disminuía ligeramente al 

avanzar el estado de maduración del fruto, aunque esta tendencia no fue clara en algunos 

casos en los que encontró un leve aumento de este parámetro con la maduración. Por otro 

lado, Oueslati et al. (2009) observaron que los valores de estabilidad oxidativa eran 

fuertemente dependientes de la variedad de aceituna así como del estado de maduración de la 

misma. En nuestro estudio, los rangos de estabilidad oxidativa variaron desde 24,4 hasta 47,6 
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y desde 113,7 hasta 170,9 h, para las variedades Verdial de Badajoz y Corniche 

respectivamente. Centrándonos en las variaciones de estabilidad oxidativa con la maduración 

del fruto, observamos que la variedad Morisca disminuyó bruscamente (48,26 %), mientras 

que Arbequina, Corniche y Verdial de Badajoz lo hacían levemente (en torno al 20 %) desde 

el estado de maduración verde hasta envero. Los valores obtenidos para la variedad Picual se 

mantuvieron constantes hasta envero, disminuyendo en torno al 16 % hasta maduro. Los 

valores más altos de estabilidad oxidativa fueron encontrados para las variedades Carrasqueña 

y Corniche en estado de maduración verde con diferencias significativas comparándolas con 

el resto de variedades en el mismo estado de maduración. Los valores más bajos lo 

presentaron las variedades Arbequina, Morisca y Verdial de Badajoz. La variedad Manzanilla 

Cacereña mostró valores intermedios en todos los estados de maduración. Además, las 

variedades Corniche y Picual presentaron los valores de inducción más altos a lo largo de la 

maduración del fruto. 

En cuanto a las correlaciones establecidas, la capacidad antioxidante está fuertemente 

relacionada con la concentración de compuestos fenólicos en AOV. As í, la variedad 

Carrasqueña, que presentó alto contenido en compuestos fenólicos, también presentó elevada 

capacidad antioxidante. Por lo tanto, un incremento de compuestos fenólicos conlleva una alta 

capacidad antioxidante. La mejor correlación se observó para las variedades Carrasqueña y 

Arbequina y la peor para la variedad Morisca. El resto de variedades presentaron 

correlaciones moderadas. Samaniego et al. (2007) mostraron una buena correlación (r2 = 0,89) 

entre capacidad antioxidante obtenida por el método ABTS y contenido total de fenoles, en 

aceites procedentes de aceitunas de la variedad Picual de diferentes campañas.  

Por otro lado, es bien sabido que el comportamiento observado en la estabilidad 

oxidativa, y por lo tanto en la conservación de aceite, está influenciado por el contenido en 

compuestos fenólicos del aceite de oliva. Por lo tanto, debe existir una correlación entre la 

capacidad antioxidante y la estabilidad oxidativa y de hecho nuestros resultados muestran un 

rango de correlación comprendido entre 0,66-0,97, dependiendo de la variedad. Sin embargo, 

no se puede establecer con seguridad relación entre la conservación del aceite y la estabilidad 

oxidativa, pues esta se determina bajo condiciones extremas alcanzadas en un equipo 

Rancimat (100 ºC y flujo de aire forzado de 10 l/h) y en la conservación del aceite el 

suministro de oxígeno es limitado y la temperatura mucho más baja (Cert et al., 1999). Aun 

así, este parámetro es utilizado para conocer la capacidad de oxidación del aceite producido.  
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Con el fin de profundizar en el conocimiento de los AOV extremeños para que puedan 

ser empleados por el sector como criterio para la definición y clasificación de sus AOVs y 

como marcadores varietales que permitan la diferenciación de los aceites comestibles y de sus 

posibles adulteraciones se propuso el tercer trabajo recogido en el apartado IV.3 titulado 

“Total phenolic compounds and tocopherols profiles of seven olive oil varieties grown in 

the south-west of Spain”. El objetivo fue estudiar el perfil de tocoferoles presentes en los 

aceites monovarietales elaborados, así como el contenido en compuestos fenólicos totales en 

los diferentes estados de maduración. También se estableció la contribución de ambos 

parámetros a la estabilidad oxidativa del aceite. 

Los tocoferoles encontrados en los AOVs analizados fueron α-, β- y γ-tocoferol. El α-

tocoferol fue el más abundante en las siete variedades analizadas, representando alrededor del 

96 % del total, mientras que el contenido en γ-tocoferol fue siempre mayor que el de β-

tocoferol. Además, aunque existen referencias sobre la presencia de diferentes niveles de δ-

tocoferol en AOVs en varios países (Gliszczynska-Cewiglo et al., 2004; Schwartz et al., 

2008), en los aceites analizados en este estudio no se encontraron contenidos en δ -tocoferol 

por encima del LOD. 

Se encontraron diferencias significativas para el α-tocoferol entre cultivares. De hecho, 

el rango de concentración de α-tocoferol fue de 485-244 mg·kg-1 para la variedad Morisca y 

de 288-170 mg·kg-1 para la variedad Carrasqueña. Por lo tanto, estos resultados sugieren que 

el contenido en tocoferoles es altamente dependiente de la variedad, resultados que están de 

acuerdo a los encontrados en bibliografía (Deina et al., 2002; Sakouhi et al., 2008; Manai-

Djebali et al., 2012), los cuales mostraron valores de 100 a 300 mg·kg-1. Por ejemplo, 

comparando con variedades italianas, los aceites españoles tienen nive les de α-tocoferol que 

están dentro de los más altos encontrados (160-253 mg·kg-1) (Manzi et al., 1998; Del Caro et 

al., 2006). 

En cuanto al contenido en β-tocoferol, se hallaron concentraciones que oscilaron entre 

1,96 a 3,80 mg·kg-1 en todas las variedades, mientras que los niveles de γ-tocoferol se 

encontraron entre 4,7-19,9 mg·kg-1 para la variedad Carrasqueña y 12,3-26,9 mg·kg-1 para 

Morisca. Beltrán et al. (2005) observaron que el contenido en tocoferoles para aceites de la 

variedad Hojiblanca dependía del año de cosecha debido a los niveles de lluvia, siendo el 

aceite de la campaña más seca la que mostró la más alta concentración de tocoferoles. Por 

otro lado, indicaron un descenso general de concentración durante la madurez del fruto 

aunque γ-tocoferol mostró un incremento según los datos de la última campaña.  
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El contenido en α-tocoferol mostró una tendencia a disminuir con el avance del estado 

de maduración, así lo describieron también otros autores (Gimeno et al., 2002). No obstante, 

todas las variedades estaban por encima de 280, 190 y 140 mg·kg-1 para α-tocoferol en verde, 

envero y maduro respectivamente, presentando concentraciones mayores que AOVs 

procedentes de Argelia (Douzan y Bellal, 2005) pero con similares valores a los encontrados 

en aceites tunecinos (Krichène et al., 2010) o europeos (Manzi et al., 1998). Deina et al. 

(2002) indicaron que la cantidad de α-tocoferol variaba desde 139,4 (variedad Sredki) a 402,2 

mg·kg-1 (variedad Chladmi). Giacometti y Milin (2001) mostraron contenidos en α-tocoferol 

de 149 a 337 mg·kg-1 en AOVs procedentes de la región norte del Adriático de Croacia.  

Es interesante destacar los altos niveles de α-tocoferol en aceites de la variedad Morisca 

en los tres estados de maduración. Además, las mayores pérdidas en cuanto al contenido en α-

tocoferol (alrededor del 40 %) fueron observadas en esta variedad de verde a envero, seguida 

de la disminución observada para la variedad Picual (alrededor del 15 %). Esta última 

variedad fue una de las que mostraba menores contenidos en α-tocoferol en maduro. La 

variedad Carrasqueña presentó los menores contenidos en los tres estados de maduración.  

La evolución del contenido total de tocoferoles en los AOVs de las variedades 

extremeñas estudiadas a lo largo del estado de maduración del fruto, presentó la misma 

tendencia que el α-tocoferol, lo que es obvio ya que, como se indicó anteriormente, el α-

tocoferol representó en torno al 96 % del total. Destacar contenidos de 501-274 y 310-176 

mg·kg-1 en los cultivares Morisca y Carrasqueña respectivamente. En todas las variedades este 

parámetro disminuyó de verde a envero significativamente. De envero a maduro se mantuvo 

constante en las variedades Arbequina, Carrasqueña, Manzanilla Cacereña y Verdial de 

Badajoz. En el resto de variedades continuó disminuyendo hasta el estado maduro. Por 

último, hay que resaltar la variedad Morisca por ser la que presentó mayor concentración de 

tocoferoles totales en los tres estados de madurez.  

El contenido en β-tocoferol en general, no mostró una tendencia clara con la 

maduración del fruto. Podemos observar como en la variedad Morisca disminuyó más 

agudamente de verde a envero que en el resto de variedades. En cuanto a la concentración de 

β-tocoferol, las variedades examinadas pueden clasificarse en tres grupos en el estado de 

maduración verde. El primero, con la mayor concentración de este compuesto, correspondería 

a las variedades Morisca y Picual con 3,80 y 3,62 mg·kg-1 respectivamente. El segundo grupo 

correspondería a las variedades Corniche, Manzanilla Cacereña y Verdial de Badajoz, con 

contenido intermedio (2,79 mg·kg-1 valor medio), siendo significativamente diferentes del 
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resto de variedades. Finalmente, el tercer grupo sería Arbequina y Carrasqueña con 

contenidos en β-tocoferol significativamente menores. Por otro lado, el contenido de β-

tocoferol en los AOV en estado envero presentó similitud en las diferentes variedades. Se 

constató que el β-tocoferol se encontraba por debajo del LOQ en Arbequina y Carrasqueña. 

En este sentido, no ha sido posible cuantificar el β-tocoferol en el estado maduro en las 

variedades Arbequina, Carrasqueña, Corniche, Picual y Verdial de Badajoz. Datos publicados 

anteriormente confirmaron que el estado de maduración de la aceituna influía en el contenido 

de tocoferoles, presentando valores mayores en el estado verde que en el maduro 

(Gliszczynska-Cewiglo et al., 2004). Por otro lado, los valores de γ-tocoferol estuvieron por 

debajo del LOQ en la variedad Arbequina, en todas las etapas de maduración, mientras que en 

las variedades Corniche y Manzanilla Cacereña no se cuantificó en verde. Sin embargo, la 

evolución del contenido γ-tocoferol a lo largo de la maduración no mostró una tendencia 

clara.  

En este sentido, los resultados publicados acerca del contenido de cada uno de los 

tocoferoles son diversos. Gutiérrez et al. (1999) mostraron una clara disminución del 

contenido en α-tocoferol durante el proceso de maduración de las variedades Picual, Verdial y 

Villalonga. Baccouri et al. (2008) observaron que el contenido de α-tocoferol permaneció 

prácticamente constante hasta un índice de maduración de 3,5, disminuyendo hasta la última 

etapa de madurez, en la variedad Chemlali. Estos mismos autores observaron que en los 

aceites de la variedad Chetoui, en secano, los niveles de α-tocoferol no mostraron una clara 

tendencia durante la maduración de las aceitunas. Sin embargo, con la misma variedad, pero 

con riego, el contenido de α-tocoferol disminuyó ligeramente a lo largo de la maduración. 

Gutiérrez et al. (1999) observaron comportamientos similares en la variedad Hojiblanca. 

Salvador et al. (2001) encontraron que el contenido de α-tocoferol varió ligeramente durante 

la maduración de la variedad Cornicabra, pero no mostró una tendencia clara. Por el contrario, 

otros investigadores fueron incapaces de mostrar una relación clara entre el contenido en α-

tocoferol y el grado de maduración de los frutos (Oueslati et al., 2009). En este sentido, 

Baccouri et al. (2008) observaron que el contenido de β y γ-tocoferoles no mostró una clara 

tendencia con la maduración del fruto.  

En cuanto al contenido en fenoles totales, se observaron diferencias significativas entre 

las variedades de estudio. Así, el rango de valores osciló desde 129,8 a 1203,3 mg·kg-1. Los 

valores más bajos correspondieron a la variedad Arbequina, cuya concentración fue de 409,4 

mg·kg-1, mientras la variedad con mayor valor fue la Carrasqueña con 1203,3 mg·kg-1. En las 
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variedades Corniche, Manzanilla Cacereña y Picual se encontraron contenidos intermedios. 

Atendiendo a la clasificación establecida por Tous et al. (1997) sobre el contenido en fenoles 

totales, los AOVs obtenidos de las variedades Arbequina y Verdial de Badajoz en estado 

maduro están dentro de la categoría de “bajo contenido en fenoles”, al presentar 

concentraciones inferiores a 200 mg·kg-1. Además, una gran proporción de aceites de 

variedades en estado envero y maduro correspondieron a la categoría de “contenido medio en 

fenoles” al presentar concentraciones entre 200-350 mg·kg-1. Sin embargo, los aceites 

obtenidos en estado verde presentaron mayoritariamente altos contenidos en compuestos 

fenólicos, correspondiendo a la categoría de “alto contenido en fenoles” al presentar 

concentraciones en estos compuestos entre 350-550 mg·kg-1.  

Aparicio et al. (1999) y Pardo et al. (2011) indicaron que el contenido fenólico de de los 

AOVs de las variedades Cornicabra y Picual son, con diferencia, los más altos de todas las 

variedades españolas. Así, Pérez-Arquillué et al. (2003) encontraron para el cultivar Empeltre 

en el bajo Aragón valores medios entre 160,0-168,5 mg·kg-1. Gutiérrez et al. (2001) al 

estudiar aceites andaluces señalaron un valor medio de 181,0 mg·kg-1, con una gran 

variabilidad según el año y la variedad de aceituna utilizada. Dugo et al. (2004) al estudiar 

algunas variedades italianas mostraron que las variedades con mayor contenido en 

compuestos fenólicos fueron Nocellara del Belice y Cerasuola con una media de 277 y 328 

mg·kg-1. Los cultivares Biancolilla y Tonda Oblea presentaron, en cambio, un contenido 

medio de fenoles totales relativamente inferior, de 133 mg·kg-1 y 137 mg·kg-1, 

respectivamente.  

El contenido en compuestos fenólicos en AOVs es un factor importante cuando 

evaluamos su calidad ya que la presencia de antioxidantes naturales en el aceite de oliva 

modifica notablemente la resistencia que éste puede ofrecer a la autoxidación. En este sentido, 

los aceites analizados pueden ser similares a algunas variedades tunecinas como Betsijina, 

Chétoui y Oueslali las cuales mostraron altos contenidos en compuestos fenólicos (>1000 

mg·kg-1) (Krichène et al., 2010; Manai-Djebali et al., 2012).  

En cuanto a la evolución del contenido fenólico, se observó una disminución en todas 

las variedades durante la maduración. Esta tendencia fue más pronunciada para las variedades 

Carrasqueña y Manzanilla Cacereña de verde a envero. En cuanto a los aceites de la variedad 

Corniche el decrecimiento fue significativo en todos los estados de maduración, mientras que 

para la variedad Morisca se observó un incremento hasta maduro. Estudios previos han 

descrito una tendencia general al descenso de los compuestos fenólicos a medida que avanza 
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la maduración del fruto, mientras que Oueslati et al. (2009) no encontraron una relación clara 

entre ambos. 

α, β tocoferol y los tocoferoles totales presentaron una alta correlación positiva con la 

estabilidad oxidativa en las siete variedades en estudio. Sin embargo no se encontró una 

relación clara con el γ-tocoferol, pues mientras las variedades Carrasqueña y Verdial de 

Badajoz demostraron una correlación positiva entre ambos, el resto de variedades mostraron 

una correlación negativa, siendo los valores más altos de esta para la Carrasqueña y 

Manzanilla Cacereña y baja para el resto de variedades. Una vez más, estos resultados 

coinciden con los encontrados por otros investigadores. En este sentido, Allalout et al. (2008) 

indicaron que α-tocoferol presentó una alta correlación con la estabilidad oxidativa (r2=0,90; 

p<0,001). Baccouri et al. (2008) demostraron la contribución de contenido en α-tocoferol a la 

estabilidad oxidativa para las variedades tunecinas Chétoui y Chemlali, con aceptables valores 

de correlación (r2=0,76 y 0,78; p<0,05), aunque menos importante que la de los compuestos  

fenólicos.  

También se encontró que la correlación entre la estabilidad oxidativa y el sumatorio del 

contenido en α-tocoferol y el contenido total de compuestos fenólicos era elevada y positiva, 

para las siete variedades estudiadas. Hay que destacar que aquellas variedades que tenían alto 

contenido en fenoles totales no fueron las que tuvieron mayor concentración de α-tocoferol. 

Así, la variedad Carrasqueña, que presentó la mayor concentración de compuestos fenólicos 

totales en verde, 1203 mg·kg-1, presentó la menor concentración de α-tocoferol, 288 mg·kg-1. 

Sin embargo, esta variedad fue una de las siete variedades con mayor estabilidad oxidativa 

(163 horas Rancimat). Es obvio pensar que la mayor contribución a la estabilidad oxidativa 

del AOV fue proporcionada por la fracción fenólica y, aunque la presencia de α-tocoferol 

también contribuye a esta estabilidad, este no fue el principal responsable de la estabilidad 

oxidativa. En este sentido, algunos autores (Haddada et al., 2007) estudiaron los niveles de 

contribución a la estabilidad de los diferentes constituyentes de los AOVs e indicaron que los 

fenoles tienen mayor influencia. Resultados similares fueron obtenidos por Manai-Djebali et 

al. (2012) que analizaron cinco variedades tunecinas y observaron que la variedad de Betsijina 

presentaba la estabilidad oxidativa más alta (110 horas Rancimat), la mayor concentración de 

compuestos fenólicos (1400 mg·kg-1) y sin embargo no mostraba la mayor concentración de 

α-tocoferol (238 mg·kg-1). Varios investigadores (Blekas et al., 1995) concluyeron que la 

fracción fenólica ejerce una mayor actividad protectora en las primeras etapas de la oxidación 
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del aceite de oliva, frente al contenido de α-tocoferol, sobre todo cuando el contenido en 

productos primarios de la oxidación es relativamente bajo.  

La elevada presencia de compuestos fenólicos y tocoferoles en algunas de las 

variedades de AOVs extremeños sugiere que estos compuestos son altamente dependientes de 

la variedad y permitirían la caracterización de los diferentes aceites monovarietales. Los datos 

también podrían utilizarse para definir el grado de maduración ideal para conferir un buen 

equilibrio entre perfiles químicos y mayor vida útil de los AOVs. Además, es interesante  

señalar que la variedad Carrasqueña, la cual presentó valores más altos de fenoles totales y 

estabilidad oxidativa, podría utilizarse para mejorar la vida útil de aceites procedentes de otras 

variedades menos estables.  

Una vez analizado el contenido fenólico total de cada variedad y su evolución con la 

maduración del fruto, se llevó a cabo el análisis del perfil de compuestos fenólicos presentes 

en cada una de los aceites monovarietales de estudio, el cual se recoge en el apartado IV.4 que 

lleva por título “Phenolic compounds and antioxidant capacity of VOO according to 

maturation”. En este trabajo se analizaron 24 compuestos mediante cromatografía líquida, 

correspondiendo éstos a las familias: ácidos fenólicos, alcoholes fenó licos, derivados 

secoiridoides, lignanos y flavonas (Brenes et al., 2000; Bendini et al., 2007). El perfil de 

compuestos encontrado en las diferentes variedades fue similar cualitativamente pero presentó 

grandes diferencias cuantitativas atendiendo a la variedad y al estado de maduración. Durante 

la maduración del fruto y durante el procesamiento de la aceituna tienen lugar una serie de 

reacciones metabólicas -químicas y enzimáticas- que provocan variaciones en el perfil 

fenólico de alguno de los compuestos estudiados, como son los alcoholes fenólicos que ven 

aumentada su concentración por la hidrólisis producida en los derivados secoiridoides.  

Además, los derivados secoiridoides del tirosol (p-HPEA-EA y p-HPEA-EDA) e 

hidroxitirosol (3,4-DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-EDA) fueron los compuestos mayoritarios 

encontrados en AOVs recién elaborados (Oliveras-López et al., 2007). En el caso de los 

aceites objeto de esta memoria, 3,4-DHPEA-EDA fue el ejemplo más significativo de fenol 

complejo para la variedad Picual en verde, mientras que el p-HPEA-EDA destacó en 

Manzanilla Cacereña en envero y maduro y en Corniche en verde, en ambas temporadas de 

cultivo. La variedad Arbequina fue la que presentó menor concentración en estos dos 

compuestos. Manai-Djabali et al. (2012) encontraron que aceites de la variedad Betsijina 

presentaban los más altos valores de estos secoiridoides, con valores similares a los 

encontrados en nuestro estudio. En relación a estos compuestos, algunos investigadores 
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encontraron previamente que 3,4-DHPEA-EA y p-HPEA-EA estaban presentes en bajas 

concentraciones en aceites Arbequina (Lozano-Sánchez et al., 2010; Bakhouche et al., 2013).  

El contenido en tirosol, hidroxitirosol, ácido vanillico, ácido p-cumarico, luteolina y 

apigenina fue superior en muestras elaboradas al inicio de campaña. Estos resultados están de 

acuerdo con los obtenidos por Jiménez et al. (2013). En este sentido, la concentración de 

vanillina decreció progresivamente, hasta un 54,5 %, con la maduración del fruto. Además, 

estos autores establecieron que los niveles de hidroxitirosol decrecieron un 50,4 % en 

muestras de cosecha tardía. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Martínez et al. 

(2010), ya que observaron que tirosol e hidroxitirosol veían disminuida su concentración al 

avanzar la madurez en Picual y Arbequina. La razón del amplio rango de concentración 

observado para estos dos fenoles puede ser debido a que ambos son producidos por la 

hidrólisis parcial de sus derivados (Montedoro et al., 1992). De hecho, Godoy-Caballero et al. 

(2012c) analizaron AOVs comerciales de distintas variedades españolas y encontraron una 

mayor concentración de estos alcoholes fenólicos que los encontrados en el presente estudio, 

tratándose en este último caso de aceites recién elaboradas. Con respecto a las campañas 

oleícolas estudiadas, los compuestos mayoritarios mostraron una interacción significativa 

entre ambas. En este sentido, observamos valores más bajos en la primera temporada de 

cultivo, pudiendo este hecho ser atribuido a las mayores precipitaciones sufridas en este 

periodo. Nuestros resultados son similares a los encontrados por otros investigadores, pues es 

conocido que el contenido en fenoles totales depende de la zona y condiciones de cultivo y 

principalmente de las características climáticas (Aguilera et al., 2005).  

Los flavonoides, cuya presencia en AOV fue descrita por otros autores (Carrasco-

Pancorbo et al., 2005), se hallaron en bajas concentraciones en todos los AOV estudiados. 

Resultados similares encontraron Ouni et al. (2011) quienes observaron concentraciones que 

variaban desde 0,74 a 6,54 y desde 0,086 a 1,5 mg·kg-1 para luteolina y apigenina 

respectivamente.  

En ninguno de nuestros aceites se detectaron los ácidos gálico, 3,4-

dihidroxifenilacético, gentísico, 4-hidroxibenzoico, siríngico, m-cumárico, o-cumárico y 

cinámico. El ácido ferúlico solo fue posible cuantificarlo en alguna de las variedades de 

estudio, encontrándose en mayor concentración en estado envero y maduro.  

Es bien conocida la influencia de estos compuestos minoritarios en la capacidad 

antioxidante del AOV, pero también es sabido que debido a la complejidad de los procesos de 
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oxidación es obvio que no existe un único método de ensayo que refleje, de forma completa, 

el perfil antioxidante de la muestra estudiada (Pérez et al., 2003). Para hacer una distinción 

varietal más profunda se midió la capacidad antioxidante de los aceites utilizando cuatro 

nuevos métodos, trabajo también recogido en el artículo del apartado IV.4. Dos de estos 

métodos son anti-radicalarios (basados en la acción sobre DPPH y en la peroxidación de 

lípidos), otro basado en la inhibición de H2O2 y otro para el NO. 

Estos métodos se aplicaron a AOVs elaborados de aceitunas en verde pues estudios 

previos mostraron que la actividad antioxidante más elevada se encontraba en este estado de 

maduración. Para este estado, los datos mostraron escasa variación de la capacidad 

antioxidante, utilizando la capacidad de inhibición de H2O2 (69,9 % -76,8 %), para una 

concentración final de extracto fenólico de 0,4 mgml-1. En cuanto al método DPPH, todas las 

fracciones analizadas mostraron una fuerte inhibición anti-radical, encontrando diferencias 

entre variedades. Las variedades que presentaron actividad anti-radical más potente (valores 

de EC50 más bajos) fueron Carrasqueña, Arbequina y Corniche (EC50 = 14,8, 16,9 y 17,0 

μg·ml-1, respectivamente), mientras que las variedades con actividad más reducida fueron 

Verdial de Badajoz, Morisca y Manzanilla Cacereña (26,6, 25,7 y 25,2 μg·ml-1).  

En el ensayo de la peroxidación de lípidos, los resultados encontrados fueron diferentes 

a los obtenidos en el ensayo con DPPH. Así, por ejemplo, la inhibición más fuerte de la 

degradación del ácido linoleico fue encontrada para las variedades Picual, Manzanilla 

Cacereña y Carrasqueña (45,1, 40,1, 39,4 %, respectivamente). Esto sugiere la importancia 

del medio y de la naturaleza del radical libre empleado para efectuar la medida de la 

capacidad antioxidante. El método que se basa en la inhibición del NO fue el que mostró 

mayor diferencia entre variedades, variando desde 29,8 % de inhibición en la variedad 

Morisca a 40,7 % para Arbequina y Carrasqueña, para una concentración final de extracto de 

0,4 mg·ml-1.  

En resumen, podemos afirmar que según el método DPPH, los valores más ba jos de 

EC50, lo presentó la variedad Carrasqueña (EC50 < 15 μg·ml-1), siendo del mismo orden que el 

mostrado por el antioxidante sintético BHT. Por otro lado, para la técnica de peroxidación de 

lípidos la variedad Picual fue la que mayor porcentaje de inhibición presentó (45,1 %) aunque 

ligeramente inferior al BHT (56,8 %). La variedad Carrasqueña fue también la que mayor 

porcentaje de inhibición presentó frente a H2O2 (76,8 %) muy superior al BHT (10 %). Por 
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último no se encontraron diferencias significativas frente a la inhibición de NO entre las 

variedades estudiadas así como tampoco entre estas y el BHT. 

Finalmente, teniendo en cuenta el potencial de producción de la industria oleícola en 

nuestro país y también que las hojas de olivo y el alperujo suponen un residuo indeseable, a la 

vez que una pérdida de valor añadido, para las industrias, se puso a punto un método para la 

obtención de un AOV enriquecido en compuestos fenólicos de origen vegetal con el fin de 

aumentar el aprovechamiento de estos subproductos. Este estudio se recoge en el apartado 

IV.5 titulado “Oxidative stability, phenolic compounds and antioxidant potential of a virgin 

olive oil enriched with a natural bioactive compounds”. 

Los extractos obtenidos de las hojas de olivo y el alperujo poseen diferentes 

concentraciones de fenoles totales en función de las condiciones de tiempo y temperatura 

empleados en los procesos de desecación de la materia prima. Así, los extractos de hoja de 

olivo tenían mayor contenido fenólico que los obtenidos a partir del alperujo. Este hecho 

puede venir propiciado, entre otros motivos, porque el alperujo es la masa procedente del 

triturado de las aceitunas para la obtención del aceite de oliva. Por tanto, los compuestos 

fenólicos se encuentraban más expuestos a la degradación, no siendo este el caso de las hojas, 

que son trituradas tras la desecación. Se han establecido las condiciones óptimas de 

temperatura y tiempo para los procesos de desecación y extracción de las hojas de olivo y el 

alperujo, encontrándose la mayor concentración de compuestos fenólicos en el extracto de  

hojas de olivo obtenido en unas condiciones óptimas de pretratamiento que fueron de 120 ºC 

y 12 minutos. Esto puede ser debido a que temperaturas de 120 ºC inactivan la enzima 

polifenoloxidasa, encargada de la oxidación de compuestos fenólicos, lo cual no ocurre en el 

tratamiento a temperaturas moderadas (Espin et al., 1996). Estos resultados están de acuerdo 

con los descritos por Pinelo et al. (2005), los cuales observaron que la etapa de desecación era 

crucial para aumentar el contenido de compuestos fenólicos en la posterior etapa de 

extracción de los mismos. Sin embargo, en el caso del alperujo no se observaron diferencias 

significativas en cuanto al contenido fenólico total, independientemente del procedimiento de 

desecación utilizado. Por tanto, el extracto obtenido a partir de hojas de olivo, en las 

condiciones mencionadas, fue el utilizado para los experimentos sucesivos de obtención de un 

aceite enriquecido. En esta línea, Ok-Hwan y Boo-Yong (2010) sugirieron que el extracto de 

hoja de olivo tiene un gran potencial como ingrediente para enriquecer distintos alimentos, 

debido al elevado contenido en compuestos fenólicos del mismo.  

221



Discusión General 

 

 

Es interesante destacar que una vez desecadas las hojas, se utilizó agua como disolvente 

de extracción. Metanol y hexano fueron descartados debido a su toxicidad (Japón-Luján y 

Luque de Castro, 2008) y, de esta manera, fue posible obtener un extracto fenólico que podría 

utilizarse como un nuevo aditivo alimentario para la industria elaiotecnia.  

Hay que destacar que el enriquecimiento de AOV siempre se hizo a partir del extracto 

en disolución acuosa, ya que pruebas preliminares no permitieron el enriquecimiento directo 

de los aceites con los extractos liofilizados debido a la baja solubilidad de éstos. Sin embargo, 

se procedió a la estabilización del extracto acuoso de hojas de olivo mediante la aplicación de 

un proceso tecnológico de liofilización, lo que supuso una pérdida significativa en el 

contenido total de compuestos fenólicos (40 %). Del mismo modo dichos extractos también 

sufrieron una pérdida de actividad antioxidante en el proceso de liofilización, pero en este 

caso fue menos acusada (12,6 %) que en el contenido fenólico. Esto puede ser debido a que 

en el proceso de liofilización del extracto se pierde una fracción de l contenido fenólico total 

que no contribuye a la actividad antioxidante del mismo. En esta misma línea de resultados, 

Asami et al. (2003) observaron un mayor contenido en compuestos fenólicos en fresas, 

frambuesas y maíz no procesados, que cuando los mismos fueron sometidos a un proceso de 

liofilización. Del mismo modo, Wojdyło et al. (2009) encontraron una ligera disminución del 

contenido total en compuestos fenólicos y en la actividad antioxidante en frambuesas 

liofilizadas (cultivar Kent) cuando se compara con fruta fresca, sin procesar. Estas pérdidas de 

fenoles y actividad antioxidante se pueden deber a una mayor manipulación de los extractos, 

lo cual se traduce en la degradación de los compuestos fenólicos sensibles a la luz puesto que, 

al liofilizar las muestras, son expuestos a la luz y la radiación UV por un período más largo de 

tiempo que el producto fresco. No obstante, la liofilización permitió obtener un extracto 

estable frente a posible deterioro, siendo así susceptible de enriquecer cualquier producto 

agroalimentario para la obtención de alimentos funcionales. Además permitirá a las empresas 

no depender de la estacionalidad de la producción, pudiendo almacenarlo y utilizarlo en el 

momento que se necesite. 

En cuanto a la incorporación de los compuestos fenólicos a la matriz del AOV, se 

seleccionó la variedad Arbequina para efectuar los ensayos referidos a la mejora de las 

propiedades del aceite, debido a su bajo contenido en fenoles totales, a su actividad 

antioxidante de 0,75 mmol Trolox·kg-1 de aceite y a su baja estabilidad oxidativa de 45,5 

horas Rancimat.  
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En líneas generales, los aceites enriquecidos con un  contenido superior en compuestos 

fenólicos, fueron aquellos que tuvieron mayor actividad antioxidante, resultados similares a 

los obtenidos por otros investigadores (Rubió et al., 2012). En nuestro estudio la excepción se 

produjo en el aceite mezclado con fosfato tricálcico como coadyunvante, en el cual la 

actividad antioxidante fue similar al resto de aceites enriquecidos.  

Es de destacar que la simple adición del extracto de hojas de olivo a la matriz del aceite 

de oliva incrementó en 58 veces el contenido en compuestos fenólicos y, asimismo, 

incrementó significativamente la actividad antioxidante, siendo esta 4 veces mayor que en el 

aceite control. Este aceite enriquecido mostró valores de actividad antioxidante de 4 mmol 

Trolox·kg-1 de aceite, los cuales fueron mayores que aquellos encontrados en la bibliografía 

para el aceite de los cultivares con alta actividad antioxidante. Esto es interesante debido a 

que el aumento de esta actividad se correspondería con beneficios para la salud. Rubió et al. 

(2012) enriquecieron aceites de oliva virgen extra con diferentes cantidades de extractos 

fenólicos procedentes de pasta de aceituna (250, 500 y 750 mg de fenoles totales·kg de aceite-

1) observando que los aceites enriquecidos aumentaban su contenido en fenoles totales. 

También, Suárez et al. (2007) analizaron el contenido total de fenoles en aceites enriq uecidos 

con extractos de orujo y observaron un aumento significativo en estos compuestos fenólicos, 

los cuales tienen una amplia gama de propiedades beneficiosas para la salud, incluyendo 

efectos antioxidantes, anti- inflamatorios, actividad anticancerígena y también la protección 

contra enfermedades coronarias y desórdenes alimenticios (Owen et al., 2000).  

Por otro lado, según los resultados de este estudio, en los aceites enriquecidos que 

contenían etanol como agente solubilizador, con o sin lecitina, incrementó 1,5 veces el 

contenido en compuestos fenólicos con respecto al aceite enriquecido solamente con extractos 

de hojas de olivo. Sin embargo, el incremento fue de 60 veces más que el aceite control, sin 

enriquecer. En términos generales, la concentración de compuestos fenólicos en estos aceites 

enriquecidos fue similar a las obtenidas en aceites de otros cultivares clasificados como 

aceites de alto contenido fenólico, según la clasificación propuesta por Tous et al. (1997).  

Además, debido a que el extracto acuoso no es miscible con el aceite se procedió al 

empleo de coadyuvantes para favorecer la transferencia de los compuestos fenólicos. El 

emulsionante a utilizar fue la lecitina, basando esta decisión en referencias bibliográficas, 

pues se encontró que Suárez et al. (2011) usaron lecitina y monoglicéridos, identificando la 

lecitina como el mejor emulsionante para enriquecer aceites de oliva con extractos fenólicos. 

Además el objetivo del estudio fue elaborar un aceite enriquecido de forma natural, para lo 
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cual resulta positivo utilizar un emulsionante como la lecitina procedente de la soja, frente a 

otras posibles opciones.  

El comportamiento de la lecitina, ya sea con la adición de etanol (agente de 

solubilización de los compuestos fenólicos en la matriz del aceite) o sin éste, supuso un 

incremento significativo del contenido fenólico total. En el caso del aceite con extracto, 

lecitina y etanol, el contenido fenólico total aumentó del orden de 80 veces en relación al 

aceite control. En el aceite sin etanol se obtuvieron mejores resultados, 50 veces más que en el 

aceite con extracto, lecitina y etanol. En este caso, la mayor proporción de compuestos 

fenólicos puede ser debida a que, como indican Suárez et al. (2010), se pueden formar 

pequeñas gotas de solución de etanol en el extracto rodeadas por moléculas de lecitina que 

impedirían la reacción con el reactivo de Folin-Ciocalteau lo que daría como resultado una 

subestimación del contenido fenólico total en los aceites tratados con etanol. Hay que decir 

que el etanol fue elegido como disolvente de los compuestos fenólicos para el estudio, tanto 

por su polaridad como por su bajo carácter tóxico. 

Asimismo, el aceite con mayores valores de actividad antioxidante fue el que contenía 

lecitina y extracto de hojas de olivo. Este aceite presentó 8 veces más actividad antioxidante 

que el aceite control y 4 veces más que el resto de aceites enriquecidos. Así, la adición de 

lecitina tuvo un efecto positivo tanto en el contenido en compuestos fenólicos como en la 

actividad antioxidante de los aceites enriquecidos. Sin embargo, en contradicción con 

nuestros resultados, Suárez et al. (2011) no obtuvieron diferencias significativas en los valores 

de actividad antioxidante entre las muestras con y sin lecitina. Estos autores indicaron que el 

mayor o menor contenido en compuestos fenólicos fue debido a la simple adición de los 

extractos obtenidos. 

Finalmente, el uso de lecitina provocó diferencias significativas, del orden de 35 h por 

encima, en la estabilidad oxidativa frente al aceite control, lo que apunta a la lecitina como un 

buen coadyuvante, estabilizador frente a la oxidación del aceite. Además, estos resultados 

concuerdan con el aumento paralelo de la cantidad de fenoles totales y de la actividad 

antioxidante. Sin embargo, el aceite emulsionado con lecitina no presentó diferencias 

significativas frente al aceite con extracto, lecitina y etanol, y el aceite con extracto, lecitina y 

fosfato tricálcico, en los cuales el factor común eran el aceite, el extracto y la lecitina, por lo 

que se puede observar que tanto el etanol como el fosfato tricálcico no contribuyeron de 

forma apreciable a aumentar la estabilidad oxidativa de los aceites enriquecidos. Suárez et al., 

(2010) observaron que la simple adición de extractos de alperujos a la matriz de aceite de 
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oliva incrementaba el tiempo de inducción de los aceites enriquecidos. Estos autores 

indicaron que esto puede ser debido al alto contenido en compuestos fenólicos.  

Es conocido que el comportamiento observado en la estabilidad oxidativa está 

influenciado por el contenido fenólico total en los aceites. Los aceites que contenían extractos 

y lecitina, con o sin etanol, fueron los aceites con los mayores valores de estabilidad oxidativa 

de todos los obtenidos en los diferentes tratamientos experimentales. Además, hay que tener 

en cuenta que el aceite sin etanol fue el que presentó mayor contenido en compuestos 

fenólicos totales y actividad antioxidante y esto pudo contribuir a su alta estabilidad oxidativa. 

Sin embargo, el aceite que contenía lecitina y etanol tenía menor contenido en compuestos 

fenólicos y menor actividad antioxidante y no era de esperar que presentaran valores mayores 

de estabilidad oxidativa. Estos resultados están en la misma línea de resultados que los 

encontrados por otros autores (Koprivnjak et al., 2008; Suárez et al., 2011).  

Posteriormente, se examinó el efecto de la adición de fosfato tricálcico en los 

tratamientos experimentales. Teóricamente el fosfato tricálcico actúa como conservante de la  

autoxidación del aceite de oliva. Nuestros resultados mostraron un aumento significativo en el 

contenido de compuestos fenólicos en comparación con el aceite control, pero menor en 

comparación con el aceite enriquecido y emulsionado con lecitina. Además, la adición de 

fosfato tricálcico con lecitina a la matriz de aceite de oliva incrementó la estabilidad oxidativa 

y concuerda con el aumento significativo en el contenido en compuestos fenólicos y de la 

actividad antioxidante. 

A la vista de estos resultados podemos decir que el aceite con mayor contenido en 

compuestos fenólicos totales fue el aceite al cual sólo se adicionó extracto, aceite y lecitina. 

Resultados similares fueron encontrados por distintos autores (Suárez et al., 2009; 2010) con 

extractos a partir del subproducto semisólido (alperujo) del aceite. Nuestros resultados 

mostraron un aumento significativo en el contenido fenólico cuando el aceite fue enriquecido 

utilizando solo lecitina, sin etanol como solubilizador o fosfato tricálcico como protector ante 

la oxidación. 

Considerando que los compuestos fenólicos son en parte responsables de la estabilidad 

y de las propiedades saludables del aceite de oliva, es deseable mantener al máximo sus 

niveles. El uso de extractos de hojas de olivo es una manera muy atractiva de alargar la vida 

útil de los aceites enriquecidos. La elevada actividad antioxidante de aceites enriquecidos con 

extractos de hojas de olivo y lecitina podría utilizarse en la industria elaiotecnia como una 
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fuente de antioxidantes para prevenir el enranciamiento y la oxidación de lípidos (Kelen y 

Tepe, 2008). Hay que tener en cuenta que una de las principales causas de la pérdida de 

calidad durante el almacenamiento del AOV es la degradación oxidativa, en la cual, el papel 

de los compuestos fenólicos reviste gran importancia (Bendini et al., 2007). Así, el aumento 

de antioxidantes naturales supone una estrategia potencial para reducir los efectos nocivos que 

causa el almacenamiento a largo plazo de aceites de oliva, con el consiguiente posible 

deterioro. 
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VI. CONCLUSIONES



 



  Conclusiones 

 

1.- En muestras de AOVs obtenidas para este trabajo, los parámetros rendimiento graso 

sobre materia húmeda y seca, rendimiento Abencor, % de extractabilidad y % de humedad, 

presentaron comportamientos diferentes en función de  la madurez del fruto. El contenido en 

aceite sobre materia seca se mantuvo significativamente constante, o tendía a aumentar, de 

estado de maduración verde (IM < 2) a envero (IM = 2-3), esta tendencia se mantuvo hasta 

maduro (IM > 3). Destacaron las variedades Morisca y Verdial de Badajoz por su mayor 

rendimiento graso sobre materia seca en todos los estados de maduración.  

2.- Los parámetros físico-químicos y sensoriales permanecieron dentro de los límites 

establecidos por la UE para la categoría de AOVE, a lo largo de todo el proceso de 

maduración, para todas las variedades estudiadas y en diferentes campañas oleícolas. En el 

caso de la valoración organoléptica, los valores más altos para los atributos evaluados 

(frutado, amargo y picante) se encontraron en estado de maduración verde, no observándose 

en ningún caso influencia de la campaña de aceituna.  

3.- De los resultados obtenidos en este trabajo de investigación se deduce que, en cuanto 

a los parámetros de comportamiento de la aceituna, físico-químicos y sensoriales, el estado de 

maduración envero sería el estado óptimo de recolección del fruto, para llegar a un equilibrio 

entre rendimiento y calidad, importante para el sector industrial extremeño con el objetivo de 

mejorar la calidad del aceite que produce. 

4.- La estabilidad oxidativa disminuyó desde el estado de maduración verde a envero, 

momento en el cual el descenso fue menos pronunciado, con la excepción de la variedad 

Morisca. Los valores más altos de este parámetro se encontraron para las variedades Picual, 

Carrasqueña y Corniche (> 80 h) y los más bajos lo presentaron las variedades Arbequina, 

Morisca y Verdial de Badajoz (< 70 h). Manzanilla Cacereña mostró valores intermedios 

dependiendo de la maduración del fruto.  

5.- El contenido fenólico total descendió, para todas las variedades, de estado verde a 

envero, seguido de una disminución menos pronunciada hasta maduro, con la excepción de 

Morisca. Los AOVs se clasificaron en tres grupos: 1) aceites con bajo contenido fenólico total 

(< 200 mg·kg-1): Arbequina y Verdial de Badajoz en estado de maduración maduro y Morisca 

en envero. 2) aceites con contenido intermedio (200-350 mg·kg-1): Corniche, Manzanilla 

Cacereña, Morisca en estado de maduración maduro y Manzanilla Cacereña y Morisca en 

envero. 3) aceites con alto contenido fenólico (350-550 mg·kg-1): todos los aceites en estado 
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de maduración verde, Carrasqueña, Corniche y Picual en envero y Carrasqueña y Picual en 

maduro.  

6.- Los tocoferoles encontrados en los aceites monovarietales estudiados fueron el α-, β- 

y γ-tocoferol, destacando el α-tocoferol en todas las variedades, con un porcentaje medio del 

96 %. Además se observó una disminución general del contenido en tocoferoles a medida que 

avanzaba la maduración del fruto y una alta dependencia varietal en la concentración de los 

mismos. En términos de concentración en tocoferoles totales destacan la variedad Morisca  

con los valores más altos (501-274) mg·kg-1 y la variedad Carrasqueña con los valores más 

bajos (310-175) mg·kg-1.  

7.- Se obtuvo una buena correlación entre la capacidad antioxidante, el contenido en 

compuestos fenólicos totales y la estabilidad oxidativa de las siete variedades estudiadas a lo 

largo de la maduración del fruto, indicando que la capacidad antioxidante está influenciada  

por la concentración de compuestos fenólicos. Del mismo modo se observó una buena 

correlación entre la suma de los contenidos en compuestos fenólicos totales y el α-tocoferol y 

la estabilidad oxidativa en los aceites obtenidos de las variedades estudiadas, a lo largo de la 

maduración del fruto. 

8.- Los compuestos fenólicos determinados mediante HPLC no presentaron diferencias 

cualitativas entre las variedades estudiadas pero sí cuantitativas. Los compuestos detectados y 

cuantificados pertenecen a la familia de derivados secoiridoides del hidroxitirosol (3,4-

DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-EDA) y tirosol (p-HPEA-EA y p-HPEA-EDA) y el acetato de 

hidroxitirosol (3,4-DHPEA-AC), seguidos de los alcoholes fenólicos (hidroxitirosol y tirosol), 

flavonoides (luteolina y apigenina) y ácidos fenólicos (vanillina, vaníllico,  p-cumárico, 

cafeico y ferúlico).  

9.- Los fenoles mayoritarios identificados en las siete variedades estudiadas, fueron los 

derivados de la oleuropeina: 3,4-DHPEA-EDA y 3,4-DHPEA-EA; los derivados del 

ligustrósido: p-HPEA-EDA y p-HPEA-EA y el 3,4-DHPEA-AC, presentando una 

concentración al menos 28 veces superior al resto de compuestos fenólicos. La evolución 

general de estos compuestos fue a aumentar de verde a envero y a disminuir hasta maduro.  

10.- Según la capacidad antioxidante, medida por el método ABTS, los AOVs se 

clasificaron en un primer grupo formado por las variedades que presentaron bajos valores de 

capacidad antioxidante: Arbequina, Manzanilla Cacereña y Morisca, y un segundo grupo, que 

engloba a Carrasqueña y Corniche, con capacidad antioxidante elevada. Las variedad Picual y 
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Verdial de Badajoz se agruparon en uno u otro dependiendo del estado de madurez en que se 

encuentraron. Todos los aceites elaborados con frutos verdes presentaron mayor capacidad 

antioxidante, con tendencia a disminuir significativamente hasta envero y más ligeramente de 

envero a maduro, con la excepción de la variedad Morisca.  

11.- La capacidad antioxidante de los AOVs obtenidos con aceitunas verdes medida 

según el método DPPH, mostró que los valores de EC50 más bajos los presentó la variedad 

Carrasqueña (EC50 < 15 μg·ml-1), en el mismo orden que el antioxidante sintético BHT. Por 

otro lado, cuando se utilizó el método basado en peroxidación de lípidos la variedad Picual 

fue la que mayor porcentaje de inhibición presentó (45,1 %) aunque ligeramente inferior al 

BHT (56,8 %). La variedad Carrasqueña fue la que mayor porcentaje de inhibición presentó 

frente a H2O2 (76,8 %), muy superior al BHT (10 %). Por último no se encontraron 

diferencias significativas frente a la inhibición de NO entre las variedades estudiadas así como 

tampoco entre éstas y el BHT.  

12.- Las hojas de olivo presentaron una mayor aptitud que el alperujo para la obtención 

de compuestos fenólicos en fase acuosa. Se encontró que el proceso de extracción estaba 

influenciado por el paso previo de desecación de la materia prima, siendo las temperaturas 

altas y tiempos cortos (120 ºC, 12 min) los más eficaces. En cuanto a la incorporación de 

estos compuestos fenólicos al AOV, es de destacar que la adición del extracto de hojas de 

olivo, sin coadyuvantes, aumentó el contenido en compuestos fenólicos y que este aumento 

fue mayor cuando se utilizó lecitina como emulsionante. Finalmente, el incremento en 

compuestos bioactivos del AOV, supuso un aumento de la actividad antioxidante y por tanto 

una mayor estabilidad oxidativa de los mismos. 

231



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII. PERSPECTIVAS DE FUTURO 



 



    Perspectivas de futuro 

 

VII. PERSPECTIVAS DE FUTURO 

 

Los trabajos realizados en esta Tesis Doctoral han proporcionado algunos resultados y 

conclusiones útiles en cuanto a la influencia del estado de maduración sobre algunos 

parámetros químicos en AOVs de variedades de aceitunas representativas de la región 

extremeña. El objetivo de este apartado es, por tanto, identificar brevemente algunas de las 

posibles líneas de trabajo a seguir en el futuro. En este sentido, habría que profundizar en el 

conocimiento de otros compuestos químicos de interés recogidos en el Reglamento de 

ejecución (UE) nº 1348/2013, de la Comisión de 16 de diciembre de 2013 que indica: “deben 

adaptarse los valores límite para estigmastadienos, ceras, ácidos mirísticos y ésteres 

monoalquílicos de ácidos grasos y deben modificarse en consecuencia determinados 

esquemas de decisiones para comprobar si una muestra de aceite de oliva es conforme con la 

categoría declarada. Se deben introducir esquemas de decisiones para el campesterol y el 

delta-7-estigmastenol acompañados por parámetros más restrictivos a fin de facilitar la 

comercialización y garantizar la autenticidad del aceite de oliva, en interés de la protección de 

los consumidores. El método de análisis relacionado con la composición y el contenido de 

esteroles y la determinación del eritrodiol y el uvaol se debe sustituir por un método más 

fiable que también cubra los alcoholes triterpénicos. También es apropiado revisar la 

valoración organoléptica del aceite de oliva e introducir un método que permita detectar 

aceites vegetales ajenos en los aceites de oliva”. Por todo ello se hace necesaria una 

caracterización más profunda de los aceites elaborados con las variedades de aceituna 

principales de nuestra región, entre ellas las recogidas en esta Tesis.  

En la caracterización varietal habría que progresar en el conocimiento de cultivares 

minoritarios, en cuanto a superficie de cultivo, a fin de establecer su aptitud para la obtención 

de aceite con un mejor perfil bioquímico dando nuevas expectativas de futuro al sector 

oleícola. Esto supondría el desarrollo de nuevos AOVs, con unas propiedades organolépticas, 

nutricionales y saludables, que persigan una diferenciación en el mercado actual, lo que 

supondría un incremento en la rentabilidad con su producción. 

El sector del aceite de oliva debe acercarse a la demanda de los consumidores y buscar 

un vestigio para la diferenciación de sus aceites debido al incremento de la producción por 

otros países. Este desarrollo científico debe hacer hincapié en la diferenciación comercial y en 

la generación de “marca” que diferencie el AOV extremeño del resto, lo que permitiría la 

comercialización bajo este sello distintivo incrementando su valor. En este contexto la 
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presente Tesis doctoral ha avanzado en el conocimiento de los diferentes compuestos 

bioactivos del AOV, y en este sentido deben ser implementados los estudios con el propósito 

de conseguir aceites con un valor añadido y la diversificación del sector dada las 

características de estos compuestos. 

Además, tanto el AOV como los residuos (alperujo y hoja de olivo), procedentes de su 

elaboración suponen una fuente rica para la obtención de compuestos bioactivos con 

propiedades químicas, bioquímicas y organolépticas muy específicas, que permiten su 

utilización con fines terapéuticos, aromáticos y dietéticos gastronómicos, siendo además los 

subproductos una materia prima de bajo coste cuyo aprovechamiento permite obtener un 

rendimiento económico a la vez que un beneficio ecológico. El estudio planteado para la 

obtención de un aceite de oliva rico en compuestos fenólicos, va en paralelo a los intereses de 

las grandes agroindustrias nacionales y regionales, por lo que el futuro se presenta muy 

prometedor y totalmente abierto a nuevas iniciativas de producción, de diseño y aplicación, a 

la busca de una demanda que hoy día presenta signos más que evidentes de expansión. En 

este contexto, el avance en investigación debe estar dirigido al desarrollo de conocimientos 

técnicos para la obtención y purificación de compuestos activos naturales aplicables a la 

alimentación, a la búsqueda de nuevas aplicaciones de los subproductos y sus extractos, con 

especial interés en el estudio de sus propiedades funcionales y/o saludables, que contribuyan a 

la innovación y al desarrollo de nuevos productos elaborados con aceite de oliva.  
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