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1. RESUMEN.

Actualmente Espafia se encuentra como el primer pais productor de aceituna de mesa
seguido de otros paises del mundo. Dentro de Espafia las Comunidades Autonomas con
mayor produccion son Andalucia y Extremadura. Uno de los procesos de elaboracion de
aceitunas de mesa més frecuentes es el de las aceitunas negras oxidadas o negras al estilo
californiano. Sin embargo, el producto final no es estable microbiol6gicamente por lo que es
obligatoria una esterilizacién con la aplicacion de temperaturas entre 121 y 126°C durante 15
y 30 minutos, que produce una sustancia toxica, la acrilamida. Por ello, el objetivo principal
de este trabajo pretende determinar el efecto de la adicion de extractos vegetales de hojas de
olivo, sobre la concentracion de acrilamida en las aceitunas negras oxidadas. Se utilizaron
aceitunas negras oxidadas de la variedad Manzanilla Cacerefia, sometidas a un tratamiento
con NaOH vy oxidacién con aire y finalmente esterilizadas térmicamente. Se realizaron 3
tratamientos experimentales: i) aceitunas negras oxidadas con adicién del liquido de gobierno
habitualmente usado por la empresa (Control); ii) aceitunas negras oxidadas con adicién de
extracto de hoja de olivo (ACEX1:10) y aditivos alimentarios propios de la empresa; vy iii)
aceitunas negras oxidadas con adicion de extracto de hoja de olivo (ACEX1:100) y aditivos
alimentarios propios de la empresa. A las latas de aceitunas de estos tratamientos se les
determinaron: polifenoles totales, actividad antioxidante, pH, cloruros, acidez, acrilamida,

color y analisis sensorial.

Los parametros fisico quimicos de las aceitunas mostraron una acidez y cloruros con
valores dentro de la normalidad para este tipo de aceitunas. Del mismo modo, los fenoles
totales y la actividad antioxidante de las aceitunas fueron superiores con la adicion del
extracto mas concentrado. Las aceitunas mostraron valores similares en la textura; sin
embargo, con la adicion del extracto 1:10, la dureza disminuy6 ligeramente. Las aceitunas con
extracto presentaron una tonalidad roja-amarillenta, y menor luminosidad. Respecto al
contenido en acrilamida, las muestras que presentaron mayor contenido en este compuesto
fueron las aceitunas negras oxidadas sin adicion de extracto de hoja de olivo (Control). La
adicion de los extractos de hojas de olivo a las latas de aceitunas, previa a la esterilizacion
térmica, disminuyé el contenido en dicha sustancia toxica. Asi, las muestras que presentaron
menor contenido en acrilamida (120,7 ng/g), fueron las que contenian el extracto mas
concentrado (ACEX1:10). No obstante, ambos extractos (1:10 y 1:100) se consideraron
positivos, ya que redujeron el contenido en acrilamida presente en las aceitunas negras

oxidadas. En la evaluacion sensorial del producto final, se obtuvieron las puntuaciones mas

4



bajas en las aceitunas con el extracto mas concentrado. Sin embargo, las aceitunas con el
extracto fenolico mas diluido, present6 atributos sensoriales con puntuaciones mayores. Por
tanto, las hojas de olivo estudiadas en este trabajo son bastante interesantes por su alto poder
inhibidor sobre la formacion de dicha sustancia toxica, ademas de ser considerados
subproductos de las industrias oleicolas ya que son fuente natural de compuestos fendlicos

con un caracter funcional debido a su efecto antioxidante.

Palabras clave: aceituna negra oxidada; extracto de hoja de olivo; compuestos

fendlicos; acrilamida; textura; analisis sensorial.
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2. INTRODUCCION.

2.1. Situacion actual de la aceituna de mesa.

En la actualidad, Espafia se encuentra actualmente como el primer pais productor de
aceituna de mesa. La produccion media a nivel mundial de las Gltimas 5 camparias asciende a
2.751.500 toneladas (Comité Oleicola Internacional, 2019). La produccion espafiola

representa aproximadamente el 71% de la produccion de la UE y el 22% de la mundial (COl,
2019).

Produccidon mundial de aceituna de mesa en
los ultimos 5 anos.

700
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Produccion (1000 t).
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Espafia Egipto Turquia Argelia Grecia Siria Marruecos

Paises con mayor produccién.

FIGURA 2.1.1 Produccion mundial de aceituna de mesa. Media campafias 2013-2018.
(Fuente: COI, 2019).

Segun los datos del Consejo Oleicola Internacional (COIl), a dia de hoy existe una
superficie mundial de olivar constituido por unos 850 millones de arboles que ocupan una
superficie de unos 10 millones de hectéreas, de las cuales mas de 1 millén estan dedicadas a la
produccién de aceituna de mesa. (ASEMESA, 2018). Espafia presenta 2.697.445 hectareas de
olivar, de las cuales, 187.232 (6,94%) se destinan a la aceituna de mesa (Encuesta sobre
Superficies y Rendimientos Cultivos, 2019).

TABLA 2.1.1 Superficie del cultivo olivar en Espafia. (Fuente: ESYRCE, 2019).

Cultivo Cultivos en regadio o
secano invernaderos
ACEITUNA DE MESA 42.685 33.871 76.556
ACEITUNA DE DOBLE APTITUD 72.367 38.309 110.676
ACEITUNA DE ALMAZARA 1.763.888 746.324 2.510.213
OLIVAR (OL) 1.878.941 818.505 2.697.445
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Dentro de Espania, las principales CCAA con mayor superficie de olivar para aceitunas
de mesa son: Andalucia con 56.247 (ha) y Extremadura con 20.076 (ha), seguidas de
Valencia, Canarias, Baleares, Catalufia, La Rioja, Pais VVasco, Murcia y por altimo Aragon.
(ESYRCE, 2018).

TABLA 2.1.2 Provincias espafiolas con mayor superficie de olivar para aceitunas de mesa en
los ultimos 5 afios. (Fuente: ESYRCE, 2018).

2014 2015 2016 2017 2018
Sevilla 49.337 47.986 48.212 48.350 48.934
Caceres 20.053 20.058 19.984 19.832 19.842
Huelva 5.675 5.683 5.676 5.861 5.859
Cordoba 168 538 555 670 669
Jaén 463 446 446 446 446
Resto 259 367 436 508 572

En cuanto a la produccién nacional, como se muestra en la Figura 2.1.2, en la campafa
2018/2019, Andalucia se encuentra en primer lugar con 482.391,29 toneladas seguida de
Extremadura con 98.135,3 toneladas (AICA, 2019).

Produccién nacional de aceituna de mesa campafia

2018/2019.
Caceres Resto
7% 0%

Badajoz
10%

Cordoba
11%

Sevilla

[v)
Malaga 61%

11%

FIGURA 2.1.2 Produccién nacional de aceitunas de mesa en la campafia actual 2018/2019.
(Fuente: AICA, 2019).

El consumo medio de aceitunas de mesa a nivel internacional, desde los dltimos 5
afios en las dltimas campafias, segun los datos recogidos por el COIl (Consejo Oleicola
Internacional), asciende a 2.545.900 toneladas y se reparten segun el siguiente grafico
(ASEMESA, 2018).



Consumo mundial de aceituna de mesa en los
ultimos 5 afios.
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FIGURA 2.1.3 Grafico del consumo mundial de aceitunas de mesa segun las dltimas
campanias. (Fuente: COI, 2019).

Espafia se sitGa en el primer puesto como pais exportador de aceituna de mesa con
177.400 toneladas, segin la campafia 2018/2019, seguidos principalmente por Marruecos,
Egipto, Grecia y Turquia. Analizando los paises a los que Espafia exporta (actualmente son
mas de 180 paises) en las exportaciones llevadas a cabo de aceitunas de mesa, en 2018 su
principal mercado fue Estados Unidos con un 23,7% de las exportaciones, seguido de Italia,
Francia y Alemania (ASEMESA, 2018).

Principales paises exportadores de aceituna de
mesa en los ultimos 5 afos.

Grecia
15%

Egipto
17%

Marruecos
18%

Espaia
37%
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13%

FIGURA 2.1.4 Principales paises exportadores de aceituna de mesa de los ultimos 5 afios.
(Fuente: COI, 2019).

Actualmente, hay presente un grave problema frente a las exportaciones a EEUU, que

afecta transcendentalmente a la Politica Agraria Comdn (PAC) de la Unién Europea y
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principalmente se califica como un ataque al sector olivarero espafiol, tras la imposicion de un
arancel del 34,75% (se impone un arancel medio de 14,75% por la investigacion
antisubvencion, mas el impuesto por la investigacion antidumping del 20%) sobre las
exportaciones de las aceitunas negras (Okdiario, 2018).

2.2. Definicion de aceituna de mesa.

Pueden encontrarse varias definiciones de Aceituna de mesa, aunque ambas son

similares, segun el Codex Alimentarius (2013):

Se denomina Aceituna de mesa al preparado a partir de frutos sanos de variedades de
olivo cultivado (Olea europea L.), que han alcanzado un grado de maduracion apropiado para
su procesamiento y que han sido elegidas por producir frutos cuyo volumen, forma,
proporcién de pulpa respecto al hueso, delicadeza de la pulpa, sabor, firmeza y facilidad para
separarse del hueso los hacen particularmente aptos para la elaboracion; sometido a
tratamientos para eliminar el amargor natural y conservado mediante fermentacion natural y/o
tratamiento térmico, y/o por otros tratamientos, para evitar su deterioro y para asegurar la
estabilidad del producto en condiciones apropiadas de almacenamiento a temperatura
ambiente, con o sin conservantes; envasado con un medio de cobertura liquido apropiado
(Codex Alimentarius 66-1981, revisada en 2013).

Las aceitunas se pueden clasificar, segin el grado de maduraciéon del fruto fresco, de la

siguiente manera:

1) Aceitunas verdes: Frutos recogidos durante su periodo de madurez, antes del
envero y cuando han alcanzado un tamafio normal.

2) Aceitunas de color cambiante: Frutos recogidos antes de su completa madurez,
durante el envero.

3) Aceitunas negras: Frutos recogidos en plena madurez o poco antes de ella,
pudiendo presentar, segun la zona de produccién y la época de recogida, color
negro rojizo, negro viol&ceo, violeta oscuro, negro verdoso o castafio oscuro
(Codex Alimentarius, 2013)

Esta Gltima, segun el Real Decreto 679/2016, se denomina Aceitunas negras naturales,

afadiendo una mas a la clasificacion:

1) Aceitunas negras: son las obtenidas de frutos que no estan totalmente maduros,
han sido oscurecidos mediante oxidacion (BOE Real Decreto 679/2016).
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2.3. Procesado de la aceituna negra oxidada al estilo californiano.

En cuanto al procesado de las aceitunas negras oxidadas, destacar que son aquellas
tratadas mediante inmersion en solucion alcalina de hidroxido sodico, con una concentracion
de 1 a 4% en la solucion, que se oxigenara con el aire y lavado posterior. Esta operacion sera
repetida de forma ciclica y sucesiva. La elaboracion de ennegrecido se realiza en depdsitos
abiertos, construidos generalmente en hormigon o poliéster, de forma paralelipédica y fondos
con fuertes pendientes para facilitar el movimiento de las aceitunas en su aireacion (Figura
2.3.1). Una vez tratado el fruto con la solucién alcalina, las aceitunas son sumergidas en agua
o salmuera diluida y posteriormente aireada, produciéndose poco a poco el ennegrecimiento.
Este ennegrecimiento se consigue tras sucesivos lavados, dando lugar a una aceituna de color
negro brillante, dicho color se fija mediante la adicion de sales de hierro (Figura 2.3.2)
(Estrada, 2011).

FIGURA 2.3.1 Tanques de oxidacion. (Fuente: Estrada, 2011).

FIGURA 2.3.2 Aceitunas negras oxidadas deshuesadas y en rodajas. (Fuente: Estrada, 2011).
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Diagrama de flujo de las aceitunas negras oxidadas.

Recoleccidn (aceituna verde)

Transporte

Recepcion

Lavadoy seleccion

Almacenamiento
(en salmuera o solucién acida)

Eleccidon y separacion por tamafio

Tratamientocon NaOH y
oxidacion con aire

Lavados (neutralizacion)

Fijacion del color

ENNEGRECIMIENTO

Deshuesado, rodajas, etc

Envasadoy esterilizacion

FIGURA 2.3.3 Diagrama del procesado de las aceitunas negras oxidadas. (Fuente:

Elaboracion propia).

(caramelizacion).

2.4. Aparicién de compuestos tdxicos en las aceitunas negras oxidadas.

El estudio de los contaminantes en los alimentos ha crecido considerablemente en los
ultimos afios convirtiéndose en una cuestion fundamental para el mantenimiento de la
seguridad alimentaria a nivel mundial. Esto ha hecho que se descubran nuevos riesgos como
es el caso del hidroximetilfurfural (HMF) y la acrilamida. EI HMF es un aldehido ciclico

formado tanto a través de la Reaccion de Maillard como de la deshidratacion de los aztcares

La acrilamida es una sustancia quimica que se crea de forma natural en productos
alimenticios que contienen almidén durante procesos de coccion cotidianos a altas

temperaturas (fritura, coccién, asado y también durante procesos industriales a partir de 120°C
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y a baja humedad). Se forma principalmente gracias a los azUcares y aminoacidos (sobre todo,
la asparagina) que estan presentes de forma natural en muchos alimentos. El proceso quimico
que causa esto se conoce como la reaccion de Maillard, que también oscurece los alimentos y
afecta al sabor. (Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion, 2018).
Se detectd por primera vez en alimentos en abril de 2002, aunque es probable que haya estado
presente en los alimentos desde que comenzd la coccion. La acrilamida también tiene muchos

usos industriales no alimentarios y esta presente en el humo del tabaco (EFSA, 2015).

Asparagine _‘.S_“‘{i. Acrylamide
+ Heat
NH, O (o}
HO
NNHQ \/IKNHz
(o}

FIGURA 2.5.1 Formacién de acrilamida. (Fuente: AECOSAN, 2017).

La evidencia de estudios en animales muestra que la acrilamida y su metabolito
glicidamida son genotoxicos y carcindgenos: dafian el ADN y causan cancer. Los estudios en
humanos proporcionan pruebas limitadas e inconscientes en cuanto al aumento del riesgo de
desarrollo de céncer relacionado con la exposicion a la acrilamida a través de la dieta. (EFSA,
2015). En dos estudios se informa de la relacion inversa entre la exposicion a la acrilamida y

el peso al nacer y otros marcadores de crecimiento fetal (AECOSAN, 2018).

Las aceitunas negras oxidadas constituyen un producto microbiolégicamente inestable
por lo que su elaboracidn tradicional termina con una esterilizacion térmica para asi garantizar
la seguridad alimentaria. Este proceso de esterilizacién contribuye a la formacién la

acrilamida (Pérez-Nevado et al., 2018).

La Comision Europea y algunas instituciones, como la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA), alertan del peligro del consumo de esta sustancia; ya en su
articulo de “Evaluacion cientifica de acrilamida en alimentos” incluyen a las aceitunas negras
oxidadas como alimento potencial en el contenido de acrilamida. Destacar que la Union
Europea ha establecido medidas de mitigacion y niveles de referencia para reducir la
presencia de acrilamida en ciertos alimentos, y de esta forma mejorar la salud de los
consumidores, mediante la publicacion del Reglamento (UE) 2017/1258 de la Comision de 20
de noviembre de 2017 (Pérez-Nevado et al., 2018).
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2.5. Compuestos fenolicos, importancia y propiedades.

Los compuestos fendlicos conforman un amplio grupo de moléculas caracterizadas por
poseer un anillo aromético (Cs), con al menos un sustituyente hidroxilo y una cadena lateral y

dobles enlaces conjugados a partir de los cuales ejercen su actividad antioxidante.

Los polifenoles se clasifican como flavonoides, acidos fenolicos, lignanos y estilbenos
en funcion del namero de anillos fenolicos y de los elementos estructurales que se unen a

estos anillos (Carratu et al., 2005).

Los flavonoides son una familia muy diversa de compuestos, aunque todos los
productos finales se caracterizan por ser polifendlicos y solubles en agua. Se han identificado

y aislado alrededor de 9.000 flavonoides, pero sin duda ain hay muchos mas por descubrir.

Los flavonoides, comparten una estructura comun que consiste en 2 anillos aromaticos
unidos por 3 atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado. Pueden dividirse en 6
subclases en funcion del tipo de heterociclo involucrado: los flavonoles, flavonas, isoflavonas,
flavanonas, antocianidinas, y flavanoles (catequinas y proantocianidinas) (Manach et al.,
2004). La capacidad de los flavonoides para actuar como antioxidantes, por cesion de un
electrén o un hidrégeno, depende directamente del potencial de reduccion y de la reactividad
de los grupos hidroxilo (Pokorny y et al., 2001).

Desde el punto de vista quimico, los difenilpropanos, se dividen en diferentes clases
dependiendo del grado de oxidacion del anillo heterociclico. EI nimero y la localizacion
especifica de los grupos OH o la naturaleza de los grupos funcionales determinan la funcién
de los flavonoides como agentes antioxidantes, anti-inflamatorios, citotdxicos y mutagénicos
in vitro o, demostrando como pequefias diferencias en la estructura determinan grandes

diferencias en la actividad bioldgica (Carratu et al., 2005).

La categoria de isoflavonas, ha recibido especial atencion debido a sus peculiares
cualidades; estos compuestos también se incluyen en el grupo de sustancias vegetales con
actividad estrogénica llamados fitoestrogenos. Los fitoestrdgenos son sustancias ubicuas de
origen vegetal que tienen propiedades hormonales de estrogenos y han identificados en mas
de 300 plantas. En los alimentos de origen vegetal, se encuentran presentes los precursores de
la forma activa de estos fitoestrogenos, que después de su ingestion, se metabolizan y son
activadas por la flora intestinal bacteriana para ser absorbidas en su forma bioldgicamente

activa.
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Los acidos fenolicos se pueden dividir en dos: los derivados del acido benzoico y los
derivados del acido cindmico. Los acidos hidroxicindmicos son mas comunes que los acidos
hidroxibenzoicos y agrupan principalmente a los &cidos p-cumarico, cafeico, ferulico y
sindpico. Estos &cidos se encuentran raramente en formas libres, excepto en los alimentos
procesados que han sufrido congelacion, esterilizacion, o fermentacion. El acido caféico y el
acido quinico se combinan para formar el acido clorogénico, que se encuentra en muchos

tipos de frutas y en altas concentraciones en el cafe.

Los lignanos estan formados por 2 unidades de fenilpropano. Los lignanos son
metabolizados a enterodiol y enterolactona por la microflora intestinal. Las bajas cantidades
de secoisolariciresinol y matairesinol que se ingieren como parte de nuestra dieta normal no
tienen en cuenta las concentraciones de los metabolitos enterodiol y enterolactona que son
clasicamente medidos en plasma y orina. Por lo tanto, hay sin duda lignanos de origen vegetal

que son precursores de enterodiol y enterolactona y que ain no han sido identificados.

Finalmente, los estilbenos tienen un esqueleto basico de 14 carbonos (Cs-C2-Cs) y Su

distribucion en alimentos vegetales no es muy amplia, siendo mas abundante en uvas y vino.

Entre los compuestos fenolicos presentes en la aceituna, se encuentran: Tirosol,
Hidroxitirosol y la Oleuropeina, los cuales tiene mayor interés para la salud humana (Ferrant,
2015).

El término «compuestos fendlicos» engloba a todas aquellas sustancias que poseen
varias funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unidas a estructuras aromaticas o
alifaticas. Los compuestos fenolicos tienen su origen en el mundo vegetal. Son unos de los
principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal se debe a
la ingestion de éstas. Estas sustancias influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los
alimentos, ya que actlan como colorantes, antioxidantes y proporcionan sabor. Asi, por
ejemplo, las aceitunas contienen compuestos fendélicos, que dan sabor amargo producido por
la oleuropeina presente en las mismas (Gimeno, 2014). La composicion cuantitativa de estas
sustancias depende del clima, del grado de maduracion, del cultivo y del secado de la planta

entre otros (Ferrant, 2015).

Los compuestos fendlicos intervienen como antioxidantes naturales en los alimentos,
por lo que la obtencidn y preparacion de productos con un alto contenido de estos compuestos
supone una reduccién en la utilizacion de aditivos antioxidantes, pudiendo englobarlos dentro

de los llamados alimentos funcionales (Berra et al., 1995). Los componentes que hacen que
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un alimento sea funcional han estado siempre presentes en la naturaleza, pero es en las
ultimas decadas cuando los investigadores han comenzado a identificarlos de forma aislada y
a determinar los beneficios concretos que éstos proporcionan a nuestro organismo. De esta
forma, se pueden aprovechar los alimentos que contienen estas sustancias beneficiosas de
forma natural, es decir, alimentos que poseen cantidades importantes de compuestos
bioactivos intrinsecamente y sin necesidad de recurrir siempre a los alimentos los cuales
fueron enriquecidos o modificados. La investigacion en el campo de los alimentos funcionales
es un campo muy novedoso en el sector agroindustrial, y hoy en dia se enfoca en el estudio de
los siguientes campos; crecimiento y desarrollo, metabolismo o utilizacion de nutrientes,
sistema cardiovascular y fisiologia y funcionamiento intestinal, entre otros menos

importantes.

Estos compuestos bioactivos que se encuentran de forma natural en muchos alimentos,
no se han estudiado de forma extensiva hasta tiempos recientes, razon por la cual no existan
definiciones consensuadas de los mismos, si bien si existen ciertas consideraciones que se
hacen para todos ellos de forma general. Asi pues, se puede considerar “compuesto bioactivo”
de un alimento a aquel que aporta un beneficio para la salud méas all& de las consideraciones
de la nutricion basica. Estos componentes se encuentran, en general, en pequefias cantidades
en los productos de origen vegetal. Se pueden considerar como componentes bioactivos, tanto
a algunas vitaminas y minerales, como a otros compuestos no nutrientes, presentes
fundamentalmente en plantas (fitoquimicos), que inducen efectos metabdlicos derivados de su
actividad bioldgica constatada en modelos de laboratorio, y asociada a efectos beneficiosos
sobre la salud humana, como por ejemplo la mejora de funciones fisiologicas o reduccién del

riesgo de padecer enfermedades (Olmedilla et al., 2007).
2.6. Extractos naturales.

Los extractos vegetales son productos extraidos directamente de los frutos, hojas,
semillas o raices de una planta, los cuales contienen componentes que pueden realizar una
funcién beneficiosa en el organismo cuando se ingieren a través de un alimento, un
complemento alimenticio, o cuando los aplicamos en la piel mediante un cosmético. También
actlan como conservantes y antioxidantes de dichos alimentos y cosméticos. Un ejemplo de
un extracto vegetal con potentes propiedades antioxidantes y multiples beneficios para la
salud y la piel es el extracto de fruto de olivo con altos contenidos en Hidroxitirosol (Bas,
2017).
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Un extracto contiene los componentes activos mas importantes del vegetal, de manera
muy concentrada. De hecho, la cantidad del compuesto puede ser miles de veces superior la
que se encuentra originariamente en el vegetal. El uso de un extracto vegetal en la
alimentacion puede incorporar un compuesto activo a un alimento para aumentar su vida Util.
Los extractos pueden minimizar los ataques microbianos, retrasar el enranciamiento de un
alimento y ralentizar la perdida de color. Por ejemplo, el romero es un excelente agente
antioxidante y antimicrobiano para alimentos procesados como los embutidos. Antiguamente
se utilizaban hojas en la elaboracion artesanal de estos productos, pero hoy gracias a los
extractos se puede potenciar las propiedades de esta planta a nivel industrial, sustituyendo los

ingredientes sintéticos (Bas, 2017).

El uso de extractos naturales de plantas y de residuos agroalimentarios, para su
aplicacion en alimentos y bebidas, es una tendencia creciente en la industria alimentaria. La
seleccion de estos extractos de plantas y su aplicacion depende de sus propiedades
funcionales, la disponibilidad, la rentabilidad, la sensibilizacion de los consumidores y su

efecto en los atributos sensoriales del producto final.

Los extractos de plantas han ganado una considerable atencion como agentes
antimicrobianos y los compuestos antioxidantes han constituido la base de muchas
aplicaciones incluidas en la conservacion de alimentos frescos y procesados (Jayaprakasha et
al., 2000).

Los antioxidantes naturales obtenidos a partir de subproductos de la industria
agroalimentaria se pueden utilizar para aumentar la vida util de los alimentos mediante la
prevencion de la peroxidacion lipidica y la proteccidn del dafio oxidativo. Ademas del color y
el flavor, aspectos como el coste de produccion, la actividad antioxidante, toxicos o actividad
de patégenos debe ser considerada. La busqueda de fuentes baratas, renovables y abundantes

de compuestos antioxidantes atrae el interés en todo el mundo (Moure et al., 2001).
2.6.1. Las hojas de olivo como fuentes de compuestos fitoquimicos.

Las hojas de olivo constituyen una materia prima barata que puede utilizarse como una
fuente adecuada de productos de alto valor afiadido (Briante et al., 2002) y una potencial
fuente antioxidante de origen natural debido a su alto contenido en compuestos fendlicos. El
compuesto mas abundante en el extracto de hoja de olivo es la oleuropeina, seguido de
hidroxitirosol, los flavona-7-glucésidos de luteolina y apigenina y verbascosido (Benavente-
Garcia et al., 2000).
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La oleuropeina es el compuesto fendlico mayoritario en el extracto de hojas de olivo
al igual que en el aceite de oliva virgen, de modo que la incorporacion de tales extractos en la
industria alimentaria puede contribuir significativamente a aspectos beneficiosos para la salud
de los consumidores y a alargar la vida atil de los alimentos. EI hidroxitirosol es un precursor
de la oleuropeina y el verbascésido es un glucésido conjugado de hidroxitirosol y acido

cafeico.

Las moléculas bioactivas de las hojas de olivo son: hidroxitirosol, tirosol, &cido
cafeico, acido p-cumérico, acido vanilco, vainillina, oleuropeina, luteolina, diosmetina, rutina,
verbascésido, luteolina-7-glucosido, apigenina-7-glucésido y diosmetina-7-glucésido (Bianco
et al., 2000).

Diversos trabajos han mostrado que los extractos de hoja de olivo tienen la capacidad
de disminuir la presion arterial e incrementar el flujo en las arterias coronarias, corregir
arritmias y prevenir espasmos intestinales, como el publicado por Benavente-Garcia et al.,
(2000). Respecto a alargar la vida util y restablecer la pérdida de estabilidad de los aceites de
oliva refinados, Gibriel et al., (2004) sugieren la adicion de hojas de olivo durante la molienda
de las aceitunas. Posteriormente, y en este mismo sentido, otros estudios encontraron que los
compuestos fendlicos de las hojas de olivo tienen un efecto fuertemente protector frente a la
oxidacion del aceite (Paiva-Martins et al., 2007), de forma que el enriquecimiento con
extracto obtenido de 1Kg de hojas era suficiente para reforzar en polifenoles de 50 a 320L de

aceite refinado y alcanzar una estabilidad similar a la que presenta un aceite de oliva virgen.

Historicamente las hojas de olivo se han utilizado como tratamiento contra la malaria
y la fiebre (Benavente-Garcia et al., 2000). Se ha demostrado, ademas, que el extracto de hoja
de olivo tiene una variedad de actividades bioldgicas incluyendo: antioxidantes, antivirales,
antimicrobianos y anti-inflamatorios (Bouaziz et al., 2008; Micol et al., 2005; Visioli et al.,
2002). Por lo tanto, la hoja de olivo tiene beneficios quimiopreventivos potenciales frente a
las principales enfermedades vinculadas a la oxidacion y pueden ser parte de una dieta
saludable (Rubid et al., 2012).

Rubié et al., (2012) demostraron que los compuestos fendlicos individuales en el
extracto de hoja de olivo muestran fuertes actividades in vitro, las actividades antioxidantes y
antimicrobianas de los compuestos fendlicos combinados muestran efectos similares o

mejores que los fendlicos individuales.
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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 fenolicos.

En definitiva, la masa de hoja de olivo obtenida tras las actividades de extraccion de
aceite de oliva, asi como las caracteristicas que poseen, hacen de este residuo una excelente

fuente a la cual aplicar el concepto de sostenibilidad y revalorizacion.
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3. OBJETIVOS.

El objetivo general que se pretende, es determinar el efecto de diferentes extractos
vegetales sobre la concentracion de acrilamida durante el proceso de elaboracion de aceitunas

negras oxidadas.
Para su consecucion, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Preparar extractos vegetales para su adicion a aceitunas de mesa negras
oxidadas.

2. Realizar tratamientos de esterilizacion a aceitunas tras la adicion de extractos
al liquido de gobierno.

3. Analizar el contenido en acrilamida y compuestos fendlicos de las aceitunas
tras el proceso de esterilizacion.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Materia prima empleada en los estudios.

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron aceitunas envasadas Yy
esterilizadas procedentes de un olivar experimental de una finca colaboradora, situada en el
norte de Caceres, de la variedad ‘Manzanilla Cacerefia’, que habian sido recolectadas en el
mes de octubre, segun procedia para la realizacion de los diferentes estudios experimentales,
en el estado de maduracion verde antes del envero de las aceitunas. Posteriormente, las
aceitunas que se habian conservado en acido acético al 3% hasta su elaboracion, fueron
tratadas con una solucion alcalina diluida durante 3h aproximadamente. Tras lo cual, se
ennegrecieron mediante sucesivas oxigenaciones con aire y posteriores lavados de forma
ciclica. El color se fij6 con sales de hierro. Como Ultimas operaciones, las aceitunas fueron

envasadas Y esterilizadas.
4.2. Material vegetal: extractos vegetales.

Para este trabajo se han utilizado hojas de olivo, tomadas sin infeccion alguna o dafio
fisico, y recogidas, durante la campafia 2018/2019, de la almazara del Instituto Tecnoldgico
Agroalimentario de Extremadura (INTAEX), que se encuentra situado junto a la Escuela de
Ingenierias Agrarias.

4.2.1. Preparacion de los extractos.

Una vez recogidas, las hojas de olivo, fueron lavadas con agua destilada para retirar
cualquier suciedad presente en la hoja, posibles restos de residuos de plaguicidas y
fertilizantes, se secaron y posteriormente fueron llevados a un deshidratador a 120°C durante
unos 12 minutos, las muestras se iban removiendo con frecuencia. Una vez secas, fueron
trituradas en un molino convencional. Ya molidas, fueron llevadas al laboratorio de
investigacion de la Escuela de Ingenierias Agrarias, situada en Badajoz (Espafia), donde ha

sido realizado todo el trabajo de investigacion.

Para la obtencién de los extractos de hoja de olivo hemos usado agua destilada como
disolvente. Se afadieron 200 gr de hojas de olivo trituradas en un bote de cristal y
seguidamente enrasamos hasta 2000 ml de agua destilada, segun el método descrito por

Delgado-Adamez et al., (2014), y posteriormente fueron llevadas al autoclave (P-selecta,
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modelo: Presoclave 75) (Figura 4.2.1). La mezcla se sometio a un tratamiento de 121 °C

durante 15 minutos.

FIGURA 4.2.1 Autoclave. (Fuente: Laboratorio 75, Escuela de Ingenierias Agrarias).

Una vez autoclavada la muestra, fue llevada a enfriar y seguidamente filtrada a vacio,

obteniéndose asi el extracto con el disolvente, en este caso agua destilada (Figura 4.2.2)

FIGURA 4.2.2 Obtencion del extracto acuoso mediante filtrado a vacio.

Una vez filtrado el extracto y enfriado, se realizé un extracto mas diluido. En un
matraz aforado de 100 ml se afiadié 1 ml del extracto inicial y se enrasé hasta los 200ml con

agua destilada.

4.2.2. Adicion de los extractos y tratamientos de esterilizacion de las

aceitunas negras oxidadas.

Las aceitunas son envasadas en latas de hojalata de 350 gramos. Los tratamientos

experimentales estudiados fueron los siguientes:
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e Control: Aceitunas negras oxidadas con adicion del liquido de gobierno
habitualmente usado por la empresa;

e ACEX1:10: Aceitunas negras oxidadas con adicion de extracto de hoja de
olivo y aditivos alimentarios propios de la empresa;

e ACEX1:100: Aceitunas negras oxidadas con adicion de extracto de hoja de
olivo y aditivos alimentarios propios de la empresa.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

El liquido de gobierno habitualmente utilizado por la empresa estd compuesto de 2%

de cloruro de sodio y 0,015% (10-40 ppm) de solucion de gluconato ferroso.

Una vez preparadas las latas de aceituna de los distintos tratamientos experimentales,
las mismas fueron esterilizadas mediante tratamiento térmico para destruir o inactivar los
gérmenes capaces de producir toxinas o alterar el alimento en conserva, pero sobre todo se
pretende prevenir el crecimiento del Clostridium botulinum, una bacteria que puede producir
una toxina altamente letal y cuyas esporas son muy resistentes al calor sobreviviendo a

temperaturas superiores a los 100 °C.

FIGURA 4.2.3 Preparacion de la aceituna negra oxidada.

4.3. Disefio experimental.

Lo primero que se realizd fue la extraccion acuosa del extracto de hoja de olivo como
ya se ha explicado en el epigrafe anterior; una vez extraido se determinaron los polifenoles
totales y la actividad antioxidante, analizado el extracto, se realizaron los tres tratamientos
experimentales indicados, y se llevaron a cabo los siguientes analisis fisico-quimicos:
polifenoles totales, actividad antioxidante, pH, cloruros, acidez y acrilamida. Por otro lado, a

las aceitunas negras oxidadas se les realizé un anélisis de textura y color.
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En la siguiente figura se muestran cuales han sido los andlisis realizados tras la

obtencidn del extracto a lo largo de este trabajo fin de grado (Figura 4.3.1).
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FIGURA 4.3.1 Esquema de los diferentes analisis realizados a lo largo del trabajo.
4.3.1. Andlisis fisico-quimico del extracto.

Los siguientes analisis fisico quimicos fueron realizados en los extractos de hojas de

olivo y en la salmuera de las aceitunas negras oxidadas tras la esterilizacion (Figura 4.3.1).
4.3.1.1. Determinacion del pH del extracto con aceitunas.

La medida del pH del extracto con aceituna, se midio directamente de cada muestra

mediante un pHmetro. Cada muestra fue analizada por triplicado.

El equipo que se usé fue un pHmetro de electrodo combinado de la marca: CRISON,
modelo: Basic20 (Figura 4.3.2).
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FIGURA 4.3.2 pHmetro. (Fuente: elaboracion propia).
4.3.1.2. Determinacion de cloruros del extracto con aceitunas.

La determinacion de NaCl de la muestra se llevo a cabo mediante la adicion en un
vaso precipitado de: 9 ml de H20 destilada, 0,5 ml muestra (salmuera), 0,3 g bicarbonato y
cromato potésico (K2CrOa) al 5%, (2-3 gotas) como indicador. Posteriormente se valoré con

nitrato de plata (AgNOs) 1N en bureta, hasta que se produjo el viraje a un color mas oscuro.

En nuestro caso cada muestra se realizd por duplicado y el resultado se expreso en
porcentaje en peso de NaCl existente en 100 ml de muestra y se obtuvo de la siguiente

férmula;

g NaCl

Cloruros = V(gastado) * 0,00585 = 100 100 i

(Ec. 4.3.1)

V = Volumen gastado de AgNO3.

FIGURA 4.3.3 Determinacion de cloruros del extracto.
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4.3.1.3. Determinacion de la acidez del extracto con aceitunas.

La forma de determinar la acidez del extracto con la aceituna se midi6 tomando de
muestra 10 ml de salmuera, se valordé con una solucion de sosa (NaOH) 0,1N en bureta y

como indicador se le afiadio fenolftaleina, hasta que se produjera el viraje a un color rosaceo.

La ecuacién de la acidez se calculd con el volumen total gastado de NaOH, este
calculo se realizé con cada muestra y se expresdé como gramos de acido lactico por 100 ml de

salmuera.

g acido lactico

Acidez total = 0,9 * N x V(gastado) 100 ml salmuera

(Ec. 4.3.2)
N= Normalidad (0,1).
V = Volumen gastado de NaOH.
4.3.1.4. Determinacion de los compuestos fendlicos totales.

La determinacion de los compuestos fendlicos de la muestra se llevo a cabo mediante
el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu modificado, usando como patron el acido galico
(Montedoro, G. et al., 1992). Este método consiste en una reaccion quimica producida entre
los compuestos fendlicos y el reactivo de Folin-Ciocalteu (amarillo), que es reducido dando
como resultado una coloracion azul. Se lleva a cabo en matraces aforados de 25 ml, en el cual
se le afiaden: 10 ml de agua destilada, 0,1 ml del extracto y 1 ml de Folin-Ciocalteu, se agita y
se deja en oscuridad durante 8 minutos. Transcurrido ese tiempo se le adicionan 2 ml de
Na>COs, se enrasa con agua destilada y se agita para llevar a oscuridad durante 80 minutos.
Pasados los 80 minutos, se mide la absorbancia (a 760 nm), con una cubeta, en un
espectrofotometro (Biochrom, modelo libra S50) (Figura 4.3.5) y con un blanco de agua
destilada. Una vez medidas las muestras se realiz6 una recta de calibrado con acido galico
(Figura 4.3.4).

FIGURA 4.3.4 Determinacion de compuestos fendlicos totales.
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FIGURA 4.3.5 Espectrofotdmetro. (Fuente: Laboratorio de investigacion, Escuela de
Ingenierias Agrarias).

4.3.1.5. Determinacion de la actividad antioxidante del extracto.

La determinacion de la actividad antioxidante del extracto se lleva a cabo por el
método DPPH. Este método se fundamenta en la reduccion de la absorbancia medida a 515
nm del radical DPPH, por los antioxidantes (Brand-Willams et al., 1995).

Para la realizacion del DPPH, mediante una balanza de precision (METTLER
TOLEDO, modelo AB54-S) (Figura 4.3.6) se pesaron 0,0098g y se disolvid poco a poco en

metanol. Posteriormente se enrasé en un matraz aforado de 250 ml.

Se cubrio6 con papel de aluminio y se llevo al frigorifico para evitar la evaporacion del
metanol y la luz. EI DPPH se mantuvo 24 horas en el frigorifico tapado y en oscuridad,

pasadas las 24 horas se midi6 la absorbancia mediante espectrofotémetro a 515 nm.

FIGURA 4.3.6 Balanza de precision. (Fuente: Laboratorio de investigacion, Escuela de
Ingenierias Agrarias).
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Se realizd una recta de calibrado, para la cual se partié de una disolucion madre, que
se realiz6 con 0,005 g de Trolox y 10 ml de metanol. Se realizaron diferentes concentraciones
(Tabla 4.3.1) y se repartieron en 5 eppendorf respectivamente con un volumen total de 1 ml.

TABLA 4.3.1 Preparacion de las muestras para la recta de calibrado. (Fuente: elaboracion
propia).

Disolucién madre Muestra
B 0 1ml
0,2 mM 100 pl 900 pl
0,4 mM 200 pl 800 pl
1mM 500 ul 500 ul
1,4 mM 700 pl 300 pl
2 Mm 1ml 0

En 2 cubetas, a cada una, se le afiadieron 2950 pl del radical (DPPH) y 50 ul de
muestra respectivamente, la mezcla se homogeniz6 y se midio a tiempo 0, se mantuvo en
completa oscuridad hasta la siguiente medida (30 minutos). El blanco se realiz6 con metanol

y cada una de las muestras se midieron por triplicado a una absorbancia de 515 nm.

FIGURA 4.3.7 Determinacion de la actividad antioxidante del extracto y recta de calibrado.

Una vez realizadas todas las medidas, recogidas en un programa informaético, se
realizo el célculo del porcentaje de la actividad antioxidante del extracto en base al DPPH
medido inicialmente. Este porcentaje se calculé6 mediante la siguiente férmula:

Abs.DPPH (inicial) — Abs.T 30’ (muestra)
= *

Aaa Abs.DPPH (inicial)

100

(Ec. 4.3.3)
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4.3.2. Analisis fisico-quimico de las aceitunas.
4.3.2.1. Determinacion del color de la aceituna.

Para la determinacion del color de las aceitunas, se realizaron las medidas de color en
la superficie de las aceitunas mediante un colorimetro Konica Minolta Spectrophotometer
CM-600d (Figura 4.3.8). Se midi0 la reflectancia con un angulo sobre la vertical de vision de
0°C con iluminante tipo D65. El andlisis de color se realizé determinando las coordenadas del
espacio CIELAB (L*: luminosidad; a*: coordenada roja-verde y b*: coordenada amarillo-
azul) calculandose la cromaticidad global de la muestra, saturacién o intensidad del color (C*)
y el &ngulo de Hue (&ngulo con el que un vector irradia dentro de un cuadrante del rojo (0°) al
verde (90°) o tono (H*).

La determinacidn se realizd en la apertura de la muestra experimental y se analizaron

todas las aceitunas del frasco, cada medida se realiz6 por triplicado.

| e
i 4

FIGURA 4.3.8 Colorimetro. (Fuente: Laboratorio de investigacion, Escuela de Ingenierias
Agrarias).

4.3.2.2. Determinacion de la textura de la aceituna.

La monitorizacion de la textura de las aceitunas se llevd a cabo mediante el
texturémetro modelo: TA.TX2 (Stable Micro System®©, U.K) (Figura 4.3.9). En cada analisis
se tomaron 20 aceitunas de cada muestra. Las 20 aceitunas, que se usaron para determinar la
textura, se analizaron por el método de puncion. Para cada muestra se analizo la dureza que
se cuantific6 como la fuerza méaxima alcanzada durante la puncion del fruto. Los datos
obtenidos con esta determinacion fueron fuerza maxima expresada en kg, distancia en mm y

pendiente de la curva obtenida y area de la penetracion expresada en mm?.
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TABLA 4.3.2 Valores de los parametros para las medidas realizadas por puncion.( Fuente:
elaboracion propia).

Valores
Velocidad de ensayo (mm/s) 1
Deformacion (%) 15
Tiempo (s) 2
Fuerza de activacion (N) 0,05

=

FIGURA 4.3.9 Texturémetro. (Fuente: elaboracion propia).
4.3.3. Analisis instrumental de las aceitunas.

4.3.3.1. Analisis de acrilamida en aceitunas.

Para llevar a cabo la extraccion de acrilamida en pasta de aceituna se siguié el
protocolo descrito por Bermudo et al., (2006) con ligeras modificaciones. Se opt6 por este
protocolo después de un andlisis por el Grupo de Investigacion y con el apoyo del Servicio de
Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Extremadura que la mayoria de los laboratorios
de analisis aplicaban el método de HPLC-MS/MS para la determinacion de acrilamida. De
este modo se plante6 un estudio optimizado del método de determinacion de acrilamida

mediante LC-MS/MS siguiendo este proceso descrito que detallamos a continuacion:

Se llevan 2 gramos de muestra (pasta de aceituna / salmuera) a un Erlenmeyer y se

afiaden 10 ml de agua mili-Q. Se agita durante 60 min.

A continuacion, se trasvasa a un Falcon de 15 ml y se centrifuga a 4°C 30 minutos a
3500 rpm.
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Con ayuda de una pipeta Pasteur de plastico se retira la capa superior y se desecha.
Con pipeta Pasteur de cristal se toma una alicuota de la fase acuosa de aproximadamente 5 ml

y se filtra mediante un filtro de nylon de 0,45 pum.

Se acondiciona un cartucho Telos con 4 ml de MeOH seguido de 4 ml de agua Milli-
Q. Se pasan 3 ml de la muestra y se eluye con 3 ml de agua Mili-Q directamente en el
cartucho Scharlab, el cual ha sido previamente acondicionado de igual modo que el Telos (4
ml de MeOH seguido de 4 ml de agua Mili-Q). Se recoge directamente la muestra en un vial,

se toma exactamente 1 mL y se analiza mediante LC-MS-QQQ.

Tras el analisis se adiciona al vial 20 pl de 250 pg/kg de acrilamida y se analiza de

nuevo. Esto se repite dos veces.

Las muestras se analizaron utilizando un cromatografo de liquidos Agilent 1290
Infinity Il (Agilent Technologies), acoplado con un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo Agilent 6460 (Agilent Technologies). El volumen de inyeccién fue de 3 uL y la
elucion se realiz6 usando una columna de HPLC de fase inversa Zorbax XDB-C18 (3,5 um,
150 mm x 2,1 mm) a 30 ° C siguiendo el método utilizado por Pérez-Nevado et al., (2018).
La determinacion se realizé por duplicado.

Notese que este método de extraccion diluye el contenido de acrilamida 5 veces.
Teniendo en cuenta esto, los limites de deteccion y cuantificacion se sittan en:

LOD=1,38 pg/kg LOQ=4,60 pg/kg
4.3.4. Analisis sensorial.

Para el anélisis sensorial de las aceitunas se utilizdé la hoja de cata propuesta por
Gonzaélez et al., (2007) (Figura 4.3.10).

La cata se llevo a cabo en la sala especializada para ello, situada en la plata piloto de la
Escuela de Ingenierias Agrarias. La cata fue realizada por un panel de 6 jueces catadores
expertos, llevandose a cabo en un periodo comprendido entre comidas para evitar sensaciones
de inapetencia o de excesivo apetito que pudieran influir en la objetividad de los catadores.

Cada juez recibi6 una hoja de cata por muestra a analizar.

Se utilizaron escalas normalizadas para la valoracion de los colores del fruto (de

amarillo a verde oliva) y el aspecto de las aceitunas (de muy malo a muy bueno).
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Las caracteristicas sensoriales del producto en boca: dureza, acidez, sabor salado y
amargor se evaluaron sobre una escala grafica horizontal estructurada de 15,0 cm de longitud,

anclada a 1,0 cm de cada extremo en funcion de la intensidad.

La identificacion de la intensidad del aroma (de poco aromatico a muy aromatico),
defectos olfativos-gustativos (de nada defectuosa a muy defectuosa) y evaluacion global del
producto (de muy negativa a muy positiva). Las evaluaciones se llevaron a cabo en una

misma sesion.
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Nombre y apellidos: Cadigo: Fecha:
1. Caracteristicas visuales del producto
1.1. Color de la aceituna:

v+ 2 3 J4 [5 |6 [7 |8 [9 |10 |
Amarillo Verde oliva
1.2. Aspecto de la aceituna:

(+ 2 [3 J4 [5 |6 [7 |8 [9 [10 |
Muy malo Muy bueno
2. Caracteristicas olfativas del producto:

2.1. Intensidad del aroma nasal:

1 2 [3 4 [5 Je [7 [8 J9 10 |
Poco aromatico Muy aromatico
3. Caracteristicas del producto en la boca:

3.1. Dureza:

vt 2 [3 4 [5 Je [7 [8 Jo [10 |
3.2. Acidez:

vt 2 3 4 [5 Je [7 [8 Jo [10 |
3.3. Salado:

1 2 [3 [4 [5 Je [7 [8 ]9 10 |
3.4. Amargo:

+ 2 [3 J4 [5 |6 [7 [8 [9 [10 |
3.7. Defectos olfato-gustativos:

1+ 2 [3 J4 [5 Je [7 [8 [9 [10 |

Nada defectuosa
Tipo de defecto:

4. Evaluacion global del producto:

Muy defectuosa

L1 2 |3 J4 |5 |6 |7

[0 [10 |

Muy negativa

Muy positiva
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FIGURA 4.3.10 Hoja de cata. (Fuente: Laboratorios, Escuela de Ingenierias Agrarias).




4.3.5. Analisis estadistico de los datos.

Las diferencias significativas y los grupos homogéneos de medias se establecieron
mediante un analisis de varianza (ANOVA) siguiendo el procedimiento de una via. Cuando la
diferencia entre los valores de las medias fue significativa, se realizé un test de comparacion
de medias por el método de Tukey (anélisis univariante) que determina la diferencia minima

entre las medias de cada grupo para que ésta sea estadisticamente significativa (p>0,05).

En el tratamiento estadistico de los datos se empleé el programa informéatico IBM
SPSS STATISTICS VERSION 19 para Windows.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Caracterizacion de los extractos vegetales.
5.1.1. Estudio de la composicion fenolica de los extractos.

En este trabajo se realiz6 un estudio de la caracterizacion de los extractos de hoja de
olivo mediante extraccion acuosa. Para ello, se determind la concentracion de polifenoles
totales que estaban presentes en extractos concentrados 1:10 y 1:100, utilizando el método de
Folin-Ciocalteu mediante la cuantificacion espectrofotométrica a una absorbancia de 760 nm,
como ya se ha comentado con anterioridad. Se utilizaron hojas de olivo como fuente de
compuestos fendlicos, debido a estudios previos (Delgado-Adamez et al., 2014) que
destacaron la mayor concentracion de estos compuestos en las hojas de olivo. Dentro de todos
los compuestos antioxidantes naturales se encuentran los compuestos fenolicos polares,
denominados polifenoles totales y que analiticamente se refieren como ppm de acido gélico

en el de extracto.

En la Figura 5.1.1 se muestra el contenido en compuestos fendlicos totales de las

diferentes muestras analizadas de los extractos de hojas de olivo en dos diluciones diferentes.

Contenido de polifenoles totales.

700
599,2a

600
g 500
=
:5 400
o
o
< 300
3
c
g 200 125,2b

., -

0
Extracto 1:10 Extracto 1:100

Muestas

FIGURA 5.1.1 Perfil de polifenoles totales del extracto acuoso de hojas de olivo. Las letras en
minuscula indican diferencias significativas entre las muestras. (Test de Tukey, p<0,05).

En cuanto a los resultados obtenidos, se observa que las muestras analizadas muestran

diferencias significativas entre los distintos extractos elaborados. Asi, se observa que la
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muestra con el extracto diluido 1:100 es la que menos cantidad presenta de compuestos
fendlicos. Sin embargo, la muestra con extracto mas concentrado, contiene mayor cantidad de
dicho compuesto. Como era de esperar, al diluir la muestra a 1:100, el contenido en
compuestos fenolicos en la muestra con extracto de hojas de olivo 1:100 se redujo un 79,10%.
Estos extractos son interesantes ya que fueron obtenido por extraccién acuosa, sin el uso de
disolventes organicos y por tanto el proceso de obtencion fue totalmente natural.

Autores como Obied et al., (2009), llevaron a cabo la extraccion mediante el uso
disolventes, descartando la extraccion acuosa a pesar de que cada dia cobra mas interes en el
sector agroalimentario. Es interesante destacar que en el presente estudio se utiliz6 agua como
solvente de extraccion y se decidio no utilizar metanol o hexano debido a su posible toxicidad
(Japdn-Lujan et al., 2008). De esta manera fue posible obtener un extracto fenélico que podria

utilizarse como un nuevo aditivo alimentario para la industria.

Esta alternativa permite adentrarse en el disefio de productos y procesos quimicos que
reducen o eliminan la produccién y el uso de sustancias peligrosas para el medio ambiente y
la salud humana. Asi, la incorporacion de estos extractos naturales obtenidos de fuentes de
residuos agroalimentarios, puede resultar de gran interés en las industrias ya que el desarrollo
e investigacion de nuevos métodos se debe al interés mostrado por diversas industrias (De
Bock, 2013).

Destacar que se tuvo en cuenta, a la hora de realizar el extracto, que la EFSA
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) ha aceptado y calificado las hojas de olivo del
extracto acuoso como un producto seguro. Esta consideracion facilita el uso del extracto de
hoja de olivo como aditivo alimentario en la industria (Delgado-Adamez, et al., 2014).

Muchas investigaciones se han centrado en aumentar la calidad en los productos
alimenticios desde una perspectiva de salud. Entre los diversos compuestos bioactivos
potenciales, los consumidores estan particularmente interesados en fenoles, debido a sus
propiedades antioxidantes. Estos compuestos se pueden mejorar mediante la modificacion de
la composicion del producto inicial a traves de procesos tecnologicos. Como es el caso del
estudio que se llevo a cabo por Pérez-Nevado et al., (2018), en el que se le adicionaron
extractos de hojas de olivo a la aceituna de mesa fermentada con el fin de obtener una
aceituna de mesa de buena calidad y saludable de cara al consumidor, mejorando el color y

aumentando el contenido fendlico.
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Son muchos los autores que han estudiado el contenido de polifenoles totales en el
extracto de hoja de diferentes frutos, como es el caso de Ldpez (2012), que estudio el
contenido de fenoles totales de un extracto acuoso de hojas secas de Agave angustifolia Haw,
el cual obtuvo unos resultados superiores a los nuestros en cuanto a fenoles totales y actividad

antioxidante.

Ademas, cabe resaltar que aquellos extractos con mayor contenido en polifenoles y
antioxidantes, se consideran mas saludables debido a las propiedades beneficiosas que
confieren al alimento los compuestos fenolicos presentes en él. Destacar que el compuesto
fendlico hidroxitirosol, presente en el extracto de hoja de olivo (Martin-Vertedor et al., 2016)
muestra unas buenas propiedades para la salud, tal y como se indica en el Reglamento
432/2012, donde se puede decir que la ingesta diaria de 5 mg de hidroxitirosol y sus derivados
contribuyen a la proteccion de los lipidos de la sangre frente al dafio oxidativo. Numerosas
investigaciones (Gonzalez, 2005; Schaffer et al., 2010; Silva et al., 2015; Warleta et al., 2011;
Lee-Huang et al., 2007; Fistoni¢ et al., 2012; Hagiwara et al., 2011) atribuyen a su consumo
efectos beneficiosos para la salud. Algunos de estos efectos son: protector del sistema
cardiovascular, protector frente a los procesos neurodegenerativos, protector muscular y
articular, antiinflamatorio, protector frente al cancer y el SIDA. También potencia el sistema

inmunitario y previene la osteoporosis entre otros.
5.1.2. Estudio de la actividad antioxidante de los extractos.

Ademas, a los extractos de hoja de olivo se les determind la actividad antioxidante
mediante el método DPPH (Figura 5.1.2). Este método, como ya se ha indicado en el apartado
de Material y Métodos, se fundamenta en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del
radical DPPH, por los antioxidantes. (Brand-Willams et al., 1995). En la Figura 5.1.2 se
muestra la actividad antioxidante de los extractos fenolicos naturales, mostrando los
resultados del presente estudio, en el que se produjeron variaciones en funcion de la dilucion

de los extractos estudiados, con diferencias estadisticamente significativas.

Asi, los resultados obtenidos de la actividad antioxidante se encuentran
correlacionados con la cantidad de compuestos fendlicos totales de las muestras, siendo la
muestra con mayor captacion de DPPH, como era de esperar, el extracto mas concentrado con
dilucion 1:10, (85.08%), frente al extracto diluido 1:100 el cual presentaba una menor
captacion de DPPH.
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Captacion del DPPH.

90,00 85,08a
80,00 -
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Extracto 1:10 Extracto 1:100

Muestras

FIGURA 5.1.2 Comparacion de los extractos por el método DPPH. Las letras en minuscula
indican diferencias significativas entre las muestras. (Test de Tukey, p<0,05).

Autores como Kuskoski et al., (2005), llevaron a cabo la aplicacién de diversos
métodos quimicos para determinar la actividad antioxidante en la pulpa de varios frutos. Entre
los métodos empleados se encontraba la determinacion de actividad antioxidante por el
método DPPH. Estos investigadores mostraron unos valores inferiores a los obtenidos en
nuestro ensayo, pero igualmente presentaban una misma tendencia de la actividad
antioxidante con los compuestos fendlicos. Estos resultados son normales ya que en nuestro
estudio se empled un método tecnoldgico para concentrar la cantidad de compuestos fenolicos
de los extractos de hojas de olivo, y por tanto el contenido en compuestos fenolicos y
actividad antioxidante fue muy elevado, tal y como muestran los resultados (Figuras 5.1.1 y
5.1.2).

5.2. Estudio de la adicion de extractos a aceitunas de mesa oxidadas.

A las aceitunas negras oxidadas, como ya se ha dicho en Materiales y Métodos, se les
adicionaron los dos extractos y se les realiz6 el control de textura, por el método de puncién y
el control de color.

Control de la textura

El estudio de la textura permitié evaluar la firmeza de la piel del fruto, asi como la
resistencia que éste ofrece al ser comprimido. En la Tabla 5.2.1 se muestran la textura de las
aceitunas de los diferentes tratamientos experimentales aplicados. Los resultados mostraron
mayor resistencia y firmeza de la piel, asi como una mayor turgencia en las aceitunas negras
oxidadas que no contenian extractos de hoja de olivo (Control). Por otro lado, la de menor

41



resistencia y, por tanto, con menor dureza fueron las muestras con el extracto diluido 1:100
(ACEX1:100) por lo que, la adicién del extracto concentrado ha proporcionado un leve
ablandamiento en la piel de las aceitunas negras oxidadas a diferencia de las aceitunas que no
contenian extracto.

TABLA 5.2.1 Control de la textura por ensayo de puncién. Los valores corresponden a la
media £ desviacion estandar.

Fuerza Distancia | Pendiente F-D 1:2 | Area F-D 1:2

Muestra (kg) (mm) (kg/mm) (mm?)
CONTROL | 2,364+1,03a |2,210+0,958a 1,201+0,522b 2,464+1,352a
ACEX1:10 |2,192+0,612b|1,976+0,866b 1,285+0,58b 2,289+1,511a
ACEX1:100 |2,166+0,584b |1,599+0,541b| 1,513+0,688a |1,969+0,728b

Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre las aceitunas de las
diferentes muestras. (Test de Tukey, p<0,05).

Para el parametro “Fuerza maxima” (indicativo de la resistencia que presenta la piel a
la penetracion de la sonda) hubo diferencias significativas entre las distintas muestras. El
mayor valor correspondio a la muestra Control con 2,364 kg, teniendo valores menores las
aceitunas tratadas con extracto (Tabla 5.2). Nuevamente la adicién de extractos disminuyd

ligeramente la textura de las aceitunas a las que se adiciono.

En el parametro “Distancia” (indicativo de la elasticidad de la piel de la aceituna)
segun la tabla se observaron diferencias entre las distintas muestras con valores comprendidos
entre 1,599 y 2,210 mm, siendo la muestra Control la que obtuvo el mayor valor de distancia
y la muestra ACEX1:100 la que obtuvo el menor valor de distancia, por lo las aceitunas de

esta muestra presentaron una piel con menor elasticidad.

Para la “Pendiente” (relacionada con la consistencia de la pulpa) se obtuvieron
diferencias significativas con valores entre 1,201 y 1,513 kg/mm, el extracto 1:10
(ACEX1:10) presentd valores menores a diferencia de la muestra ACEX1:100 que obtuvo el

mayor valor.

Por ultimo, para el “Area” (indicativo del area de los picos que se obtienen durante la
penetracion de la sonda) se observaron diferencias significativas entre las muestras con
valores comprendidos entre 1,969 y 2,464 mm?, siendo el mayor valor el de la muestra
Control y el menor el de la muestra ACEX1:100.

En el presente estudio, hay que destacar que la adicion del extracto ha producido una
ligera disminucién de la textura que posteriormente se intentara correlacionar con el analisis

sensorial.
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En el estudio realizado por Schaide et al., (2019), en el cual se analizaron aceitunas al
estilo espafiol fermentadas con extractos de hoja de olivo, se demostr6 que la adicién del
extracto no supuso ningun cambio significativo de la textura de las aceitunas al final del

proceso de fermentacion.

Autores como Fadda et al., (2014), realizaron un estudio en aceitunas fermentadas y al
utilizar fermentacién natural en aceitunas de mesa, observaron que el maximo de fuerza
aumento a lo largo de la fermentacion. Ademas, Romeo et al., (2009) explico que la
estabilidad de la textura de la aceituna de mesa durante la fermentacion se debe a la cantidad

de concentracion de sal utilizada.

Otros estudios relacionados con el ablandamiento de la aceituna fue el realizado por
Sciancalepore et al., (1984), estudiaron el efecto de la temperatura de la lejia en la
preparacion de aceitunas, y hallaron que el aumento de la temperatura incrementaba el
ablandamiento. Ademas, segun el estudio realizado a frutos por Sexton (1997), la fuerza de la
piel y pulpa disminuy6 al aumentar el tiempo de madurez, por otro lado, (Heredia et al., 1993)
midié la fuerza de corte maxima con un método de compresion y obtuvo una disminucién

durante la maduracién de aceitunas.

A la vista de los resultados seria interesante la adicién en el liquido de gobierno de las
aceitunas con extractos de hojas de olivo (ACEX1:10 Y ACEX1:100) de cloruro calcico ya
que, este aditivo alimentario, autorizado en este tipo de industrias, provoca un endurecimiento
de la pulpa de la aceituna y tras la esterilizacion térmica, hace que estas pequefias
disminuciones de la textura, no aparezcan. Ademas, resaltar que los consumidores se
preocupan cada dia mas por las innovaciones tecnoldgicas y piden que los alimentos sean lo
mas naturales posible y con menor procesado. En este caso, la textura y la forma de la
aceituna son esenciales para el consumidor final, que cada dia es méas exigente con la calidad

final de los productos alimentarios que consumen.
Control del color.

En la Tabla 5.2.2 se muestra la media de los valores para cada parametro medido en

las distintas muestras.
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TABLA 5.2.2 Control del color de las aceitunas negras oxidadas. Los valores corresponden a
la media + desviacion estandar.

a*(D65) b*(D65) L*(D65) C*(D65) h(D65)
CONTROL | 3,425+0,841b | 6,826+2,247c |25,376+1,658a | 7,650+2,359¢c | 62,594+3,803c
ACEX1:10 | 4,238+0,835a | 9,526+2,903a |23,143+1,701b| 10,368+3,004a | 66,141+3,472a
ACEX1:100| 4,039:0,707a | 8,494+1,735b |23,376+1,155b| 9,409+1,853b | 64,396%1,775b
Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre las aceitunas de las
diferentes muestras. (Test de Tukey, p<0,05).

Segun los resultados obtenidos y mostrados en la Tabla 5.2.2, las aceitunas
presentaron diferencias significativas relacionadas con todos los parametros analizados. En
cuanto al parametro “a*” (un valor positivo de a* (+a*) indica una coloracion roja, mientras
que un valor negativo (-a*) daria una tonalidad verde). Las aceitunas en general presentaron
tonalidades con tendencias al rojo, debido a que son aceitunas negras oxidadas. La muestra
ACEX1:10 presento valores superiores a las muestras Control y ACEX1:100 (4,238). Este
resultado era de esperar puesto que, el extracto concentrado presentaba una coloracion marrén
intenso. En el estudio realizado por Ramirez et al., (2015), determinaron el color de aceitunas
de mesa al estilo espafiol que presentaban coloraciones parduzcas y se obtuvieron valores de

“a*” un poco superior a los del presente trabajo, siendo aceitunas negras oxidadas.

En el parametro “b*” (el valor “+b*” significa amarilla, y un valor “-b*” azul), las
aceitunas sin extracto presentaron el menor valor (6,8260), mientras que las muestras con
extracto 1:10 obtuvieron los valores mas altos (9,526). Autores como Arroyo et al., (2016),
obtuvieron valores superiores de “b*” (34,1), en comparacion con los nuestros, la tonalidad
gue presentan estas aceitunas son mas amarillas, al igual que los resultados obtenidos por
Ramirez et al., (2015), en ambos casos se trata de aceitunas verdes, mientras que en nuestro

Caso eran negras.

En el parametro “L*” (la claridad 0: negro y 100: blanco). Nuestras muestras
presentaron luminosidades bajas en torno a los 20, siendo la muestra ACEX1:10 (23,143) la
de menor valor y la muestra Control (25,376) la de mayor luminosidad. En nuestro caso, los
parametros “a*” y “L*” presentaron una relacion, siendo la muestra ACEX1:10, con la mayor
concentracion de extracto, la que presentaba un valor superior de “a*” con aceitunas de
tonalidades mas rojas y a su vez las aceitunas presentaban una menor luminosidad (21,434).
En el estudio realizado por Ramirez et al., (2015), se obtuvieron unos valores superiores para
“L*” (proximos a 55), puesto que se trataba de aceitunas verdes y presentaron mayor

luminosidad.
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Por ultimo, para el parametro “C*”, se aprecian diferencias significativas entre las
distintas muestras. La muestra Control obtuvo el menor valor (7,650) y en cambio, la muestra
ACEX1:10 el mayor (10,368). El parametro “h” no present6 diferencias muy significativas,

los valores que se obtuvieron estaban en torno a 60.

Tamer et al., 2013, comprobaron que las aceitunas verdes al conservarse dentro de los
primeros 30 dias de almacenamiento tendian a oscurecerse y sus pardmetros de color
cambiaban, asemejandose a los nuestros. Las diferencias entre los valores L *, a * y b *
fueron estadisticamente significativas y comparando con la muestra Control, los valores a *
aumentaron, pero los valores L * y b * disminuyeron para todos los procesos siendo estos
resultados mas semejantes a los nuestros en aceitunas negras. Ambos pardmetros indican que
el color de la superficie de las aceitunas se oscurecid con el tiempo. Este efecto puede
atribuirse a la degradacion por la luz de los derivados de la clorofila presentes en las

aceitunas.

En definitiva, se observa una relacion entre los diferentes pardmetros del espacio
CIELAB, siendo siempre la muestra Control (aceitunas negras oxidadas sin extracto de hojas
de olivo) la que presenta un valor menor en cuanto a los parametros a*, b* y C* y la muestra
ACEX1:10 (aceitunas negras oxidadas con extracto 1:10) la que presenta valores superiores.
Para el pardmetro L* ocurre lo contrario; la adicion del extracto diluido 1:10, ha generado un
cambio de color, otorgandole una coloracion mas intensa a las aceitunas. Esto es normal, ya
que la elaboracion del extracto presentd una coloracién marron que provoco estos cambios en
los parametros CIELAB de la coloracion de la aceituna. No obstante, esta modificacién no ha
influido negativamente en la apariencia, por lo que es importante para que a la hora de

consumirlas no se produzca un rechazo por parte del consumidor.

5.3. Analisis de los parametros fisico-quimicos de las aceitunas tratadas con

extractos de hoja de olivo.

En la Tabla 5.3.1 se muestran los parametros fisico-quimicos realizados a las
diferentes muestras del liquido de gobierno.
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TABLA 5.3.1. Andlisis fisico-quimico del extracto de hoja de olivo adicionado a las aceitunas
negras oxidadas. Los valores corresponden a la media + desviacion estandar.

% Acidez pH % Cloruros
CONTROL 0,20£0,00b ns 7,52+0,006a 1,68+0,03a
ACEX1:10 0,7+0,17a 4,96%0,04b 1,85+0,09a
ACEX1:100 0,20+£0,00b ns 6,19+0,051a 1,56+0,03a

Las letras en minuscula indican diferencias significativas entre las muestras. (Test de Tukey,
p<0,05).

Control de la acidez libre.

Se determino la acidez de las aceitunas muestreadas encontrandose solo una diferencia
significativa en los valores de las mismas entre las distintas muestras (Tabla 5.3.1). Asi, la
muestra que contenia el extracto més concentrado (ACEX1:10), fue la que presentd una
acidez mas elevada, relacionada con el extracto empleado. Ademas, los datos de acidez
mostraron un rango que oscil6 de 0,2 a 0,7, datos que se consideran habituales en este tipo de
producto elaborado industrialmente, ya que en el proceso de elaboracidn de las aceitunas
negras oxidadas no se produce fermentacion previa al oscurecimiento, como ocurre con las
aceitunas al estilo espariol, por tanto, estos datos se consideran dentro de la normalidad. En el
estudio llevado a cabo por Del Pino (2015), también se determind la acidez libre, en este caso
en aceitunas verdes y se obtuvieron valores de 0,7, por lo que obtuvieron valores similares a

los obtenidos en el extracto més concentrado (ACEX1:10).

Otros autores como Cohaila (2017) realizaron un estudio, en este caso, de aceitunas de
mesa negras, las cuales habian sido sometidas a un proceso de fermentacion, presentando
unos resultados que estaban comprendidos entre 0,09 y 0,62, por lo que fueron inferiores a los

obtenidos en nuestro trabajo.
Control del pH.

Se determind el pH de las salmueras, con los distintos extractos, encontrandose una
diferencia significativa entre los valores de pH de las distintas muestras. Destacar que la
muestra que contiene el extracto mas concentrado (ACEX1:10) presenta un valor de pH de
4,6, por lo que se considera un pH &cido, debido a la adicion del extracto; datos que coinciden
con los de la acidez vistos anteriormente. En otros estudios realizados por Tang et al., (2016)
se analiz6 el pH de aceitunas negras maduras y se obtuvieron unos valores medios de 6,5,
mientras que los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran pH en un rango de 6 a
7,5.
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Control de cloruros.

En cuanto a la determinacion de los cloruros de las salmueras con los distintos
extractos como se muestra en la Tabla 5.3.1, se observo que no presentaron diferencias
significativas entre los diferentes valores de las mismas. Estos resultados son los esperables,
ya que se adicion6 NaCl en todos los tratamientos experimentales realizados, y por tanto la
adicion fue idéntica en todas las muestras estudiadas, con cierta diferencia entre las mismas,
debido a las posibles precipitaciones de estas sales. De hecho, las muestras mostraron un
rango de valores entre 1,6 y 1,8% de NaCl. Destacar que en el estudio fisico-quimico llevado
a cabo por De la Torre et al., (1993), se obtuvieron unos valores de NaCl en torno al 5% tras
el proceso de fermentacion, por lo que los resultados obtenidos fueron bastante mas

superiores a los valores obtenidos en este trabajo.

Segun los datos obtenidos por Estrada (2011), las aceitunas verdes o de color
cambiante, frescas, que van a ser destinadas a negras oxidadas, se suelen conservar en medio
acido, afadiendo acido acético hasta alcanzar un valor de 0,5 a 3 %. El proceso se inicia con
un valor entre 5 a 7 % en la solucion de salmuera, valores similares a los obtenidos en el
presente trabajo, y en el inicio el pH debe tener un valor minimo en torno a 4,3 unidades.
Después se deberd mantener el valor del pH en torno a 4,3 unidades. Si aumenta se debera
corregir afiadiendo acido acético, como ocurre en las muestras Control y ACEX1:100 que se

obtuvieron valores muy superiores a 4,3 unidades.
Contenido en fenoles y actividad antioxidante.

En la Tabla 5.3.2 se muestra el contenido en compuestos fendlicos y actividad

antioxidante en aceitunas con extracto y sin el mismo.

TABLA 5.3.2 Contenido en fenoles totales y actividad antioxidante en aceitunas con y sin
extracto.

Fenolgs totales Actividad antioxidante

mg/L Ac. Galico % Cap. DPPH
CONTROL 167,2040,04c 51,93c
ACEX1:10 1561,87+0,02a 104,19a
ACEX1:100 561,87+0,01b 82,80b

Las letras en minascula indican diferencias significativas entre las muestras. (Test de Tukey,
p<0,05).
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En cuanto a los resultados obtenidos, como era de esperar, el contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante es mayor en la muestra de las aceitunas negras oxidadas
con el extracto mas concentrado (ACEX1:10). En este caso los datos son similares a los
obtenidos tras el analisis de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de ambos

extractos.

Autores como Lee et al., (2010), sugirieron que el extracto de hoja de olivo tuvo un
gran potencial como ingrediente funcional para enriquecer distintos alimentos, debido al
elevado contenido en compuestos fendlicos del mismo. En el estudio Ilevado a cabo por Repo
de Carrasco et al., (2008), determinaron la actividad antioxidante por el método DPPH en
diferentes frutos rojos, y se obtuvieron unos datos, en cuanto a la capacidad de captacién del
DPPH, inferiores a los obtenidos en nuestro trabajo, presentando un rango de valores del 25 al
80%.

5.4. Estudio del contenido en acrilamida en aceitunas negras oxidadas tratadas
con extractos de hoja de olivo.

Para determinar el contenido en acrilamida las muestras se analizaron utilizando un
cromatografo de liquidos Agilent 1290 Infinity Il. EI contenido de acrilamida en aceitunas
negras oxidadas se muestra en la Figura 5.4.1. El intervalo de concentracion de acrilamida fue
de 120,7 a 194,9 ng/g en aceitunas. Las muestras que presentaron mayor contenido en
acrilamida fueron las aceitunas negras oxidadas sin adicion de extracto de hoja de olivo, que
actuaron como muestras Control. La muestra que presentd menor contenido en acrilamida
(120,7 ng/g), fue la que contenia el extracto méas concentrado de hoja de olivo (ACEX1:10),
mientras que, el contenido mas alto de acrilamida correspondia a las aceitunas que no
presentaban extracto adicionado al liquido de gobierno. Se puede observar una graduacion en
la concentracién de acrilamida, de mayor a menor, conforme se va aumentando la
concentracion de extracto afiadido a las aceitunas. No obstante, ambos extractos (1:10 y
1:100) se consideraron positivos, ya que redujeron el contenido en acrilamida presente en las
aceitunas negras oxidadas. Por tanto, queda patente que el extracto de hoja de olivo inhibe la

formacion de acrilamida durante el proceso de esterilizacion.

Otros autores como Casado et al., (2010) demostraron una inhibicion de la formacion
de acrilamida en las aceitunas negras maduras al agregar diferentes vegetales naturales con
altas propiedades antioxidantes. El ajo blanqueado mostrd una inhibicion significativa (23%)

del contenido de acrilamida debido a las propiedades del compuesto de aliina presente en este
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alimento. Ademas, el romero y el orégano provocaron una ligera disminucion del contenido
de acrilamida, pero sin diferencias significativas. Otros investigadores han encontrado que el
romero reduce la formacion de acrilamida en la elaboracion del pan (Hedegaard et al., 2008).
Sanhueza et al., (2017) mostraron un efecto sinérgico al combinar extractos de fenol de orujo

de uva con antibioticos para mejorar la efectividad del medicamento.

Contenido de acrilamida en aceitunas negras
oxidadas.

250
200
150
100

50

Contenido en acrilamida (ng/g)

Control ACEX1:10 ACEX1:100

Muestras

FIGURA 5.4 Contenido en acrilamida (ng/g) en Aceitunas negras oxidadas. Las letras en
minuscula indican diferencias significativas entre las muestras. (Test de Tukey, p<0,05).

Destacar que los niveles de acrilamida en muestras de aceitunas negras comerciales
oxidadas oscilan de 31,5 a 744,0 ng/g en aceitunas y de 59,2 a 1697 ng/g en el liquido de
gobierno, siendo, en este ultimo, donde se encuentra un mayor contenido de acrilamida
(Pérez-Nevado et al., 2018). Esta variacién en el contenido en acrilamida es debido a varios
motivos, entre ellos la variedad de aceituna utilizada en el proceso de elaboracién. Ademas, el
proceso de esterilizacion térmica al que han sido sometidas es clave en la formacion de
acrilamida, puesto que, como ya se ha dicho anteriormente, la formacion de acrilamida tiene
lugar al final del proceso de elaboracién, cuando se les realiza el tratamiento térmico de
esterilizacion. Cuanto més agresivo sea dicho tratamiento, mayor serd el contenido en
acrilamida. Segun el BOE (Boletin Oficial del Estado), 2001, el articulo 12 del Real Decreto

1230 que recogia el tiempo requerido para el proceso de esterilizacion fue derogado en 2016.

Actualmente, la Union Europea ha establecido medidas de mitigacion y niveles de
referencia para reducir la presencia de acrilamida en ciertos alimentos, y de esta forma
mejorar la salud de los consumidores, mediante la publicacién del Reglamento (UE)

2017/1258 de la Comision de 20 de noviembre de 2017. Sin embargo, hay que tener en cuenta
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el bajo consumo de aceitunas negras oxidadas en comparacion con otros alimentos en los que
también se produce dicha sustancia indeseable, como son las patatas fritas, chips, galletas,

cereales y derivados.

La variedad de aceituna utilizada en nuestro estudio fue la Manzanilla Cacerefia y no
presentd valores muy elevados (194,9 ng/g). Esta concentracién no se considera excesiva ya
que segun Charoenprasert (2014), nuestros resultados no superan los valores de 250 ng/g de
acrilamida, umbral que puede considerase como potencialmente peligroso tras su ingesta en la

salud de los consumidores.

Pérez-Nevado et al., (2018) estudi6 diferentes marcas comerciales de aceituna negra
de estilo californiano en industrias de Espafia y Portugal, aquellas aceitunas que contenian
mayor contenido de compuestos fendlicos tenian una cantidad menor de acrilamida, por lo
que los fenoles mostraron una correlacion lineal negativa con acrilamida. Lodolini et al.,
(2019) aumentaron la cantidad de fenoles después de la adicion de diferentes especias a una

aceituna rellena, provocando la disminucién de la sintesis de acrilamida.

5.5. Estudio del perfil sensorial de las aceitunas tratadas con extracto de hoja

de olivo.

El andlisis sensorial se llevo a cabo sobre el producto estabilizado térmicamente y
sobre los tres tratamientos experimentales realizados (Control y ACEX1:10 y ACEX1:100).
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.5. El andlisis sensorial de las aceitunas se
realizd en base a la norma del Consejo Oleica Internacional (COI, 2011). Las principales
caracteristicas sensoriales a analizar en las aceitunas fueron el color, aspecto, intensidad,

sabor amargo y salado, acidez, dureza y defectos.
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Analisis sensorial del producto.

Color

Global Aspecto

Defectos Intensidad

Dureza Amargo

Acidez Salado

CONTROL e ACEX1:10 e ACEX1:100

FIGURA 5.5 Analisis sensorial del producto.

En cuanto al color, los catadores clasificaron el atributo con un promedio de 9,5 sobre
10 sin presentar diferencias significativas. El color de las aceitunas de las tres muestras fue
favorable y similar entre ellas a pesar de la adicion de los extractos. Hay que destacar que este
perfil sensorial fue similar al obtenido en los analisis fisicos del color mediante el uso del
espacio CIELAB. Del mismo modo, el aspecto de las aceitunas de las muestras no presentd
diferencias significativas, obteniendo un valor promedio de 8,5, siendo la muestra ACEX1:10

con extracto de hoja de olivo mas concentrado, la que obtuvo una menor valoracion.

El sabor amargo mostro diferencias significativas en la muestra con extractos de hojas
de olivo dilucién 1:10 (Figura 5.5). Las aceitunas de mesa mas amargas fueron las que
contenian el extracto de hojas de olivo mas concentrado (ACEX1:10). Esto era de esperar ya
que el extracto 1:10 presentaba una concentracion elevada de compuestos bioactivos, entre
ellos el compuesto fendlico oleuropeina, que es el compuesto responsable del amargor de las
aceitunas. Por lo tanto, el sabor amargo de esta sustancia pudo provocar esta alta intensidad
de amargor en las aceitunas con extracto 1:10 por parte de los catadores. Por el mismo

motivo, los catadores identificaron esta intensidad como un defecto sensorial.

Schaide et al., (2019) afadieron extractos de hoja de olivo al inicio de la fermentacion
de aceitunas verdes al estilo Espafiol, y no presentaron amargor en las muestras analizadas
sensorialmente de las aceitunas fermentadas con dichos extractos. Varios autores han indicado
que el sabor amargo de los alimentos esta relacionado con los compuestos fenélicos, como los
flavonoides, principalmente flavanoles y flavonoles fenoles (Lalas et al., 2011). Estos autores
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encontraron diferencias en el atributo amargo de las aceitunas de mesa tratadas con extracto

de hoja de olivo, pero este hecho no afect6 la aceptabilidad del producto final.

La acidez obtuvo un valor promedio de 4, sin mostrar diferencias significativas entre
las muestras analizadas. Sin embargo, el atributo salado obtuvo diferencias significativas
entre las muestras, obteniendo el mayor valor (menos salado) la muestra que contenia el
extracto diluido, ACEX1:100.

Como resultado de la evaluacién global del producto, las puntuaciones mas bajas se
obtuvieron en la muestra ACEX1:10 que contenia las aceitunas con el extracto mas
concentrado. No obstante, el extracto mas concentrado es interesante ya que disminuye
mucho la concentracion de acrilamida, aunque sensorialmente presentd ciertos atributos con
altas intensidades amargas, que podrian ser rechazados por los consumidores, debido a no

estar acostumbrados a este tipo de aceitunas.

La adicion de los extractos en este tipo de aceitunas seria beneficioso tanto para la
industria, como para la sociedad, ya que estos productos de origen natural y ricos en
compuestos fendlicos podrian usarse como aditivos naturales en los alimentos ya que actdan
reduciendo el contenido de acrilamida. Este procedimiento podria ser una herramienta
atractiva para la futura implementacién en la industria. En un futuro seria muy interesante
explorar estos extractos vegetales en diferentes variedades de aceitunas para ver su potencial

inhibidor en la formacién de esta sustancia indeseable.
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6. CONCLUSIONES.
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6. CONCLUSIONES.

PRIMERA. Se ha demostrado que las hojas de olivo, subproducto de las industrias
oleicolas se pueden utilizar para la obtencion de extractos de hoja de olivo que son fuente
natural de compuestos fenolicos y presentan cardcter funcional debido a su efecto

antioxidante.

SEGUNDA. El extracto de hoja de olivo ha tenido unos resultados positivos debido a
la capacidad para controlar la produccién de acrilamida durante la esterilizacion de aceitunas
negras oxidadas y se asocia a la accion de los compuestos fendlicos. Lo que conlleva a que los

fenoles se conviertan en unos compuestos claves para neutralizar dicha sustancia toxica.

TERCERA. Entre las aceitunas tratadas con extractos, las aceitunas mas aceptadas
sensorialmente fueron con extractos de hoja de olivo con mayor dilucién. Aunque la adicion
de extracto méas concentrado produjo una ligera disminucion de la textura, sensorialmente

dicho no fue detectado.
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